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“No debemos olvidar que cuando se descubrié el radio nadie sabia que seria
util en los hospitales. Era un trabajo de ciencia pura. Y esta es una prueba
de que el trabajo cientifico no debe considerarse desde el punto de vista de
su utilidad directa. Se debe realizar por si mismo, por la belleza de la ciencia
y entonces, siempre existird la posibilidad de que un descubrimiento
cientifico se convierta, como el radio, en un beneficio para la humanidad.”

Marie Curie
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Resumen

RESUMEN

En este Trabajo de Tesis se describieron tres enzimas presentes en la base
genomica de datos de G. lamblia como posibles histonas metiltransferasas, HMT1,
HMT2 y SET2 encargadas de metilar residuos de lisina en histonas. Se estudi6 su rol
durante el crecimiento y el enquistamiento de G. lamblia. Se observé que estas enzimas
presentaban una localizacién nuclear, perinuclear y citoplasmatica y que regulaban
tanto positiva como negativamente el proceso de enquistamiento. A su vez, se
identificaron y estudiaron las diferentes modificaciones post-traduccionales presentes
en las histonas de los trofozoitos de G. lamblia. En primera instancia, se aislaron e
identificaron diferentes péptidos de H2A, H2B, H3 y H4 comprendidos en la base de
datos de histonas de G. lamblia. Se encontraron modificaciones conservadas en otros
organismos, tales como metilacion, acetilaciéon y ubiquitinacion de lisinas, metilacién
de argininas, y también fosforilacién de treoninas, tirosinas y lisinas. Con respecto a la
metilacion de argininas, en el genoma de G. lamblia no hay enzimas descriptas como
HRMT (histona-arginina metiltransferasa), por lo que la presencia de argininas
metiladas indica que posiblemente algunas de las HMTs (histona metiltransferasas) las
que normalmente modifican lisinas, puedan estar modificando a su vez argininas.

Este trabajo proporciona la primera caracterizacion a gran escala del codigo de
las histonas de G. lamblia, lo cual constituye una plataforma para el desarrollo de

futuras investigaciones en el campo de la epigenética en este parasito.



Summary

SUMMARY

In this work, three enzymes present in the G. lamblia genomic database were
described as possible histone methyltransferases, HMT1, HMT2 and SET2 responsible
for methylating lysine residues in histones. Its role was studied during the growth and
encystation of G. lamblia. It was observed that these enzymes had a nuclear, perinuclear
and cytoplasmic localization and that they regulated both positive and negative
processes of the encystation process. At the same time, the different post-translational
modifications present in the histones of G. lamblia trophozoites were identified and
studied. In first instance, different peptides of H2A, H2B, H3 and H4 included in the G.
lamblia histone data base were isolated and identified. Conserved modifications that
had been previously described in other organisms were found in G. lamblia, such as
methylation, acetylation and ubiquitination of lysines, arginine methylation, and also
phosphorylation of threonines, tyrosines and lysines. Respect to to arginine
methylation, in G. lamblia genome there are no enzymes described as HRMT (histone-
arginine methyltransferase), so the presence of methylated arginines indicates that
possibly some of the HMTs (histone methyltransferases) which normally modify
lysines, may be modifying arginines.

This work provides the first large-scale characterization of the G. lamblia histone
code, which constitutes a platform for the development of future research in the field

of epigenetics in this parasite.
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Capitulo 1. Introduccién General

Capitulo I:
INTRODUCCION GENERAL

I. 1. Giardia lamblia

I.i. 1 Descubrimiento y epidemiologia

G. lamblia (sin. Giardia duodenalis, Giardia intestinalis) fue uno de los primeros
organismos Excavata descriptos en 1681 por Anton van Leeuwenhoek, quien al analizar
restos de sus propias heces al microscopio dptico, encontro algo que llamo6 “un pequefio
animal” mévil (Clifford, 1920; Ford, 2007).

La infeccién por este microorganismo parasito se denomina giardiasis vy,
excluyendo aquellas producidas por virus o bacterias, es la principal causa de diarrea a
nivel mundial, por lo que en 2004 fue incorporada a la iniciativa de enfermedades
desatendidas llevada a cabo por la Organizacién Mundial de la Salud (Savioli et al.,
2006). Entre los sintomas y signos causados por la infecciéon aguda se encuentran:
deshidratacion, pérdida de peso y dolor abdominal (Adam, 2001); mientras que en una
infeccion crénica se puede desencadenar: anorexia y sindrome de colon irritable, fatiga
crénica y malabsorcion. Esta dltima puede provocar deficiencia nutricional afectando
el desarrollo fisico e intelectual del hospedador (Fraser et al., 2000). En los ultimos 10
afios, ha sido el segundo microorganismo parasito encontrado en brotes transmitidos
por aguas contaminadas tanto a nivel mundial (Efstratiou et al., 2017) como nacional
(Basualdo et al., 2007; Juarez, 2013).

Si bien G. lamblia es de distribuciéon cosmopolita con una prevalencia de
aproximadamente un 10% a nivel mundial, en paises en desarrollo este valor asciende
hasta un 30% en nifios menores de 10 afios (Farthing et al., 1986; Fraser et al., 1997;
Huang and White, 2006). Algunas especies de Giardia infectan solamente ciertos
vertebrados, mientras que otras pueden infectar una amplia variedad de mamiferos
confiriéndole un alto potencial zoonético (Heyworth, 2016). Esta caracteristica
favorece enormemente su prevalencia, ya que tener una ruta de transmision
bidireccional animal-humano facilita la recurrencia de la infecciéon (Korman et al,

1992).
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L. i. 2 Ubicaciéon taxonémica

Estudios de comparacion de secuencias de ARN nucleolares pequefios de
Arqueas y eucariotas unicelulares, ubican taxon6micamente a Giardia dentro de la rama
Excavata, cerca del punto de divergencia entre bacterias y eucariotas. Los excavados
son organismos que se caracterizan por poseer un surco ventral (excavado) de
alimentacién y una estructura flagelar asociada a el/los nucleos (cariomastigonte).
Giardia se ubica dentro del filo Metamonada (Cavalier-Smith, 1981), clase Fornicata y
pertenece al grupo de los diplomonadidos (orden Diplomonadida) (Cavalier-Smith and
Chao, 1996). Este ultimo grupo comprende organismos de ambientes anaer6bicos o
microaerofilicos, los cuales han sido descriptos como verdaderos “fésiles vivientes” por
la presencia de un c6digo genético diferencial, la falta de una mitocondria aerébica y
aparato de Golgi tipico y la conservacidn de ciertas caracteristicas propias de bacterias

y arqueobacterias, como por ejemplo la presencia de enzimas metabdlicas bacterianas.

I. i. 3 Nomenclatura

Una apropiada clasificacion para las especies de Giardia resulta critica para la
comprension de la patogénesis y epidemiologia de la infeccién. Por ensayos de
microscopia oOptica y electronica, se identificaron seis especies con caracteristicas
celulares y morfologias diferentes (Adam, 2001). Cinco de ellas representan aislados
especificos de anfibios (G. agilis), aves (G. ardeae, G. psittaci), ratas y ratones (G. muris)
y raton de campo (G. microti) (Adam, 2001; Lalle et al., 2005; McRoberts et al., 1996).
La sexta especie, en tanto, afecta un amplio rango de mamiferos hospedadores,
incluyendo al hombre, y fue denominada G. duodenalis por Filice en 1952 (Wielinga and
Thompson, 2007). En el presente Trabajo de Tesis se empleara la nomenclatura G.
lamblia, que es la mas utilizada en los trabajos cientificos.

Por otra parte, han sido detectadas diferencias sustanciales en la secuencia de
genes que codifican para las diversas enzimas y proteinas dentro de la misma especie
de G. lamblia, dando origen a una nueva nomenclatura que agrupa a genotipos cercanos
en grupos genéticos o ensamblajes, luego de que diversos estudios filogenéticos
eliminaran la posibilidad de que estas diferencias se debieran a heterogeneidad entre
copias del gen o a variaciones intragenotipicas (Monis et al.,, 2003). Se definieron

entonces los grupos A, B, C, D, E, F, G y H, demostrandose por estudios moleculares que
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la mayoria de los genotipos presentan ciertas preferencias por los hospedadores

(Tabla 1.1) (Monis et al,, 2003; Thompson et al., 2000).

Tabla 1.1: Grupos genéticos de G. lamblia y sus hospedadores.

Ensamblaje Hospedador
A Humanos, Perros, Gatos, Ovinos, Porcinos, Chinchillas, Bovinos, Caballos,
B Humanos, Perros, Ratas, Ratones, Chinchillas, Castores
C Perros
D Perros
E Bovinos, Porcinos, Ovinos
F Gatos
G Ratas
H Focas, Gaviotas

De los grupos A y B que infectan humanos, los aislados pertenecientes al grupo
A han sido los mas estudiados a nivel celular y molecular; en tanto, los aislados
pertenecientes al grupo B presentan mayor prevalencia a nivel mundial (Caccio et al,,
2008).

Del grupo A se han establecido algunos aislados en cultivos in vitro, siendo uno
de los mas estudiados el proveniente de un paciente infectado en Afganistan (cepa WB-
grupo A, utilizado en el presente Trabajo de Tesis). Del grupo B sélo se ha descripto un
aislado, proviene de un paciente oriundo de Alaska (cepa GS, grupo B).

Desde hace varios afios se pretende establecer una relacion entre virulencia (y
por lo tanto severidad de la infeccion) y la presencia de una determinada cepa de G.
lamblia. Sin embargo, hasta el momento los resultados son contradictorios debido, en
parte, a la escasez de datos publicados y a la falta de genotipificacidn de las cepas en
casos de giardiasis (Amar et al.,, 2002; Caccio et al., 2002; Homan et al., 1998; Hopkins
et al.,, 1999; Mahbubani et al., 1992; McIntyre et al., 2000; Monis et al., 1999; Sulaiman
etal, 1999). Hace algunos afios se secuenciaron completamente los genomas de la cepa
WB (Morrison et al., 2007) y de la cepa GS (Franzen et al., 2009), compartiendo ambas
un 85% aproximadamente de similitud en sus genomas. Todos estos hallazgos han
llevado a plantear si ambos genotipos pertenecen o no ala misma especie, discrepancia

que hasta el momento no ha sido resuelta (Wielinga and Thompson, 2007).
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I.i. 4 Biologia Celular: Caracteristicas Morfoldgicas Generales de G. lamblia

Durante su ciclo de vida, G. lamblia experimenta cambios bioquimicos y
morfoldgicos significativos que le permiten sobrevivir en condiciones ambientales
desfavorables (Lujan, 2011). En el ciclo de vida de G. lamblia predominan dos formas o
estadios diferentes (Figura 1.1). Dentro del intestino delgado del hospedador vive y
prolifera el trofozoito, la forma celular activa que coloniza y parasita las células del
intestino delgado (Figura 1.1A). Fuera del ambiente nutricional que le provee el
hospedero, el parasito vive como quiste, una estructura resistente de muy baja
actividad metabdlica que constituye la forma de diseminacién a otros hospedadores
susceptibles (Figura 1.1B) (Adam, 2001).

G. lamblia no requiere hospedador intermedio ni posee reproduccién sexual,
siendo su ciclo de vida tan simple que en la actualidad es posible reproducirlo
enteramente in vitro (cultivo axénico), imitando los estimulos fisiologicos
caracteristicos del hospedador (Boucher and Gillin, 1990). Esta herramienta representa
un instrumento util no sélo para estudiar procesos generales de la diferenciacion
celular, sino también mecanismos de adaptacion desarrollados por G. lamblia y otros

parasitos intestinales que manifiestan conductas similares.

Figura 1.1: El trofozoito y quiste de G. lamblia.
Microscopia electronica de Dbarrido. A.
Trofozoito de G. lamblia (vista ventral). Un
segundo trofozoito puede observarse detras de
él. B. Quistes maduros. (Gardner and Hill, 2001)

L. i. 4.1 Trofozoito
Los trofozoitos de G. lamblia presentan una extension variable tanto en su eje
longitudinal como transversal, varian de 12 a 15 pm de largo y 6 a 8 um de ancho. Dicha

extension difiere incluso de acuerdo a la especie en cuestiéon (Monis et al., 2009).
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Como rasgo apomorfico, G. lamblia cuenta con la presencia del denominado
disco adhesivo en la zona ventral de la célula, el cual al contraerse genera una presion
negativa que le permite fijarse a multiples superficies (Sousa et al, 2001). Esta
estructura es descripta como un arreglo de microtibulos que emerge del surco ventral
(excavado atrofiado) y recorre un sentido horario en el plano transversal (visto desde
el lado ventral) (de Souza et al., 2004; Ghosh et al., 2001). Ademas, G. lamblia presenta
cuatro pares de flagelos que son nombrados segin la region celular de la que emergen
(Figura 1.4), y resultan asi en: dos anteriores, dos postero-laterales, dos caudales y dos
ventrales; siendo del surco ventral de donde surge este ultimo par (Mclnally and
Dawson, 2016).

Con respecto a las estructuras celulares internas, G. lamblia presenta un sistema
de endomembranas particular, ya que carece de un aparato de Golgi morfolégicamente
discernible (Adam, 2001). La membrana que delimita cada uno de los nucleos se
prolonga y conforma el reticulo endoplasmatico, el cual ocupa la mayor parte de la
extension citoplasmatica de la célula (Soltys et al.,, 1996) e interviene, sumado a sus
funciones clasicas, en el direccionamiento de proteinas (Touz and Zamponi, 2017). De
modo caracteristico, G. lamblia presenta un sistema de vacuolas periféricas que se
localizan proximas a la superficie de la membrana plasmatica del lado citosélico de la
misma (Lanfredi-Rangel et al., 1998; Rivero et al., 2013) (Figura 1.2). Dichas vacuolas
han mostrado tener actividad lisosomal, como asi también estar relacionadas con
procesos endosomales y de endocitosis del parasito (Lanfredi-Rangel et al., 1998;
Thirion et al,, 2003; Touz et al.,, 2004; Touz et al., 2003). Ademas de estas organelas, se
describié la presencia de mitosomas, pequefias estructuras de doble membrana
carentes de material genético propio (Tovar etal., 2003). Se demostro6 que en el genoma
de G. lamblia se encontraban genes codificantes para proteinas mitocondriales clasicas,
de sintesis de centros Fe-S y de transporte mitocondrial, y que éstos se correspondian
con un pequeiio proteoma mitosomal (Arisue et al.,, 2002; Dagley et al., 2009; Jedelsky
etal.,, 2011; Roger et al., 1998; Tachezy et al., 2001). Otra caracteristica a destacar es el
arreglo interno de microtibulos, que da lugar a numerosas estructuras propias de éste
y otros parasitos. Las proteinas principales que lo componen son alfa y beta tubulinas,
conjuntamente con proteinas asociadas de caracter acido presentes solo en G. lamblia,

nombradas como alfa, beta, gamma y delta giardinas (Elmendorf et al., 2003). Se ha
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descripto también la presencia de actina, tanto a nivel génico (pero muy poco
conservado) como a nivel proteico, presentando localizacién en estructuras que
supondrian un arreglo de microfilamentos (Feely et al, 1982). Los microtubulos
forman, ademas del citoesqueleto y el axostilo central, una serie de entramados en el
centro de la célula denominados Cuerpos Medios (Piva and Benchimol, 2004) (Figura
1.2). Se ha postulado que éstos participan en la progénesis del disco ventral, en la
citocinesis y que ademas contribuirian en el proceso de flexion del extremo caudal de
la célula, pero ninguna de estas aserciones ha sido completamente corroborada.
Respecto a esa ultima funcién propuesta, se demostré que el extremo caudal de la célula
presentaba una red paralela de microtiubulos orientados de forma perpendicular al
axostilo caudal y los flagelos postero-laterales, estructura que se denominé Funis (o
complejo caudal) y que se le atribuy6 la funcién de contraccion caudal (Benchimol et
al., 2004; Carvalho and Monteiro-Leal, 2004) (Figura 1.2).

Los flagelos también son ensamblajes microtubulares, los cuatro pares poseen
una estructura de axonema (9+2) y solo el par caudal presenta filamentos de actina en
forma de C (de Souza et al., 2004; Elmendorf et al., 2003). Cada axonema tiene origen
en un cinetosoma (cuerpo basal) y G. lamblia posee ocho en total, los cuales estan
ubicados en la region anterior de la célula entre los dos nucleos (Mclnally and Dawson,
2016) (Figura 1.2). La asociacion entre cuerpos basales y nucleo se denomina
cariomastigonte, y se demostré en G. lamblia que los cuerpos basales y la membrana
nuclear estan conectados por microfilamentos de actina (Benchimol, 2005).

Como se mencion6 anteriormente, G. lamblia presenta un par de ntcleos. Estos
se encuentran en paralelo con el eje longitudinal en la zona anterior de la célula y se
ubican uno a cada lado del plano sagital (Figura 1.2). Ambos tienen morfologia oval,
aunque presentan algunas invaginaciones en la zona de contacto con los cuerpos
basales (Benchimol, 2005). A pesar de que durante muchos afios la presencia de
nucléolos no pudo ser demostrada, recientemente se describi6 una region de ARNr
dentro de un solo cuerpo anteronuclear en cada nucleo que tendrian las caracteristicas
morfolégicas de un nucléolo. Estos resultados se complementan con la descripcién de
la presencia de cromatina condensada en contacto con el lado interno de la membrana
nuclear (Jimenez-Garcia et al., 2008; Tian et al., 2010). EIl genoma de G. lamblia se

organiza en 5 cromosomas y la carga genémica de cada nucleo es diploide (2N), por lo
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que el trofozoito resulta asi tetraploide (Bernander et al., 2001; Upcroft et al,, 2010). A
pesar de que cada nucleo tiene la misma carga cromosémica y que ambos son
transcripcionalmente activos, la envoltura nuclear presenta diferente cantidad de
poros entre uno y el otro, por lo que se sugiere que habria una tasa transcripcional
mayor en uno de los dos ntcleos, aunque atin no se ha demostrado experimentalmente
(Benchimol, 2004a; Kabnick and Peattie, 1990). También se observo que la cantidad de
poros de la envoltura nuclear varia de acuerdo a la fase del ciclo celular en la que se
encuentre el trofozoito, disminuyendo considerablemente en la cariocinesis. G. lamblia
no experimenta una mitosis abierta, lo cual ha sido demostrado en diferentes
postulados acerca del tipo de mitosis que ocurre en G. lamblia. Por un lado hay
evidencias a favor de la ocurrencia de una mitosis cerrada (la envoltura nuclear
permanece intacta, con un huso mitético intranuclear) y otras a favor del desarrollo de
una mitosis semi-cerrada (dos husos extranucleares que acceden a la cromatina a
través de hendiduras polares en las membranas nucleares) (Benchimol, 2004b;
Nohynkova et al, 2000; Sagolla et al, 2006; Solari et al, 2003). Pero
independientemente de cual de estos dos tipos suceda, tanto los cuerpos basales como
el disco ventral estan involucrados en la cariocinesis, formando el huso mitético y
participando de la fisién de los nucleos, respectivamente (Benchimol, 2005; Sagolla et
al., 2006). Otra diferencia remarcable entre los nticleos es que, tanto la replicacion del
material genético (fase S) como su posterior segregacion (anafase) ocurren de forma
desfasada en términos de sincronia inicio-final (Sagolla et al., 2006; Wiesehahn et al,,
1984).

Por otro lado, el metabolismo de G. lamblia en su condicion de Excavata y como
organismo anaerobio, no es tan complejo como el de eucariotas superiores. La principal
via de produccidn de energia es fermentativa, donde luego de la glucdlisis, el piruvato
generado puede ser llevado a acetato con la produccién adicional de ATP, o a etanol con
la recomposicion del agente oxidante NAD. Toda la produccidon de ATP en G. lamblia
ocurre a nivel de sustrato, pero no todo el ATP proviene de la glucdlisis (Adam, 2001).
El piruvato también puede producirse a partir de los aminoacidos alanina o acido
aspartico, e incluso de arginina, ya que G. lamblia dispone de la via arginina dehidrolasa
clasica de bacterias, con la cual puede llegar a producir hasta cuatro veces mas ATP que

con la glucolisis por molécula de sustrato (Brown et al, 1998; Novak et al., 2016;
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Schofield et al., 1990). Excepto para Ala y Val, G. lamblia resulta auxo6trofa para el resto
de los aminodacidos, como asi también para lipidos (colesterol y fosfolipidos) y bases
nitrogenadas (purinas y pirimidinas), por lo que necesita tomar estas del medio
extracelular (Adam, 2001; Aldritt et al., 1985; Jarroll et al., 1981; Wang and Aldritt,
1983).

Cuerpo basal Mitosomas centrales
- Vesfculas periféricas

Nucleolo
Disco ventral

FA
//-\y- < O Nicleo
FA ]
/ \Mltosomas periféricos
FPL \\ PEunis
Flagelos
ventrales
Flagelos
caudales

Figura 1.2: El trofozoito de G. lamblia. Diagrama que muestra la morfologia de G. lamblia en el estadio
vegetativo. FA: flagelos anteriores. FPL: flagelos posterolaterales (Ankarklev et al., 2010).

L. i. 4.2 El Quiste

El quiste de G. lamblia es una estructura de morfologia elipsoidal con 9a 12 um
de longitud por 5 a 8 um de ancho, caracterizado por la presencia de una pared quistica
refringente de 0,3 a 0,5 um de espesor adosada a la membrana plasmatica, y constituida
por proteinas y filamentos de carbohidratos (Jarroll et al.,, 1989; Manning et al., 1992).
En suinterior, el quiste contiene cuatro nucleos, restos de flagelos, vesiculas periféricas,
cuerpos basales y los axonemas de los flagelos, como asi también el axostilo asociado
con el flagelo caudal, fragmentos cortos del reticulo endoplasmatico, cuerpo medio y
porciones fragmentadas del disco ventral (Loftness et al., 1984) (Figura 1.3). La pared
del quiste consiste de una capa externa filamentosa de aproximadamente 7 a 20 nm de

espesor que envuelve una doble membrana interna, separadas entre si por el espacio
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periplasmico (Erlandsen et al., 1989). Esta pared hace que el quiste sea selectivamente
permeable, otorgandole resistencia a condiciones ambientales adversas y
permitiéndole persistir en agua fresca, resistir a desinfectantes y a los acidos
estomacales. La red filamentosa impide el pasaje de grandes moléculas, mientras que
las membranas controlan el ingreso de las pequefias haciendo de la pared del quiste
una estructura con permeabilidad selectiva (Adam, 2001). Analisis bioquimicos de la
capa filamentosa demuestran que se haya constituida por proteinas (37%) y
carbohidratos (63%), siendo el azicar predominante un homopolimero de N-acetil-
galactosamina (3(1,3)-D-GalNAc) (Jarroll et al.,, 1989; Manning et al., 1992). En cuanto
a las proteinas que forman la pared quistica, hasta el momento se han descripto 4
polipéptidos: 3 de ellos se conocen con el nombre de CWPs (del inglés, Cyst Wall
Proteins) y, el otro, una proteina de superficie rica en cisteina, tipo proteina variable de
superficie, denominado HCNCp (del inglés, High Cysteine Non-variant Cyst protein)
(Davids et al., 2006; Lujan et al.,, 1995b; Mowatt et al., 1995; Sun et al., 2003). Estas
proteinas se encuentran ausentes en el estadio de trofozoito, y su sintesis es regulada

particularmente durante el proceso de formacidn del quiste.

Vesiculas periféricas

Nicleos

Axonemas Fragmentos del
cuerpo medio

Fragmentos del disco ventral

Pared del quiste

Figura 1.3: El quiste. Diagrama que muestra la morfologia de G. lamblia durante el estadio de resistencia
y diseminacién de la enfermedad. Pueden observarse los axonemas de los flagelos con sus cuerpos
basales, los cuatro nicleos, las vacuolas periféricas y fragmentos de disco ventral y cuerpos medios. En su
exterior, la célula esta cubierta por la pared del quiste (Ankarklev et al., 2010).
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I. i. 4.3 Ciclo de Vida de G. lamblia

La infeccidn por G. lamblia se inicia con la ingesta de los quistes (Figura 1.4A)
que, por exposicidn al contenido acido del estémago y a proteasas del duodeno, liberan
los trofozoitos en un proceso denominado desenquistamiento (Figura 1.4B)
(Bernander et al., 2001). Dado que de otra forma serian destruidos por el medio acido
estomacal, los trofozoitos no emergen del quiste sino hasta llegar al intestino delgado
(Bingham et al,, 1979), donde se multiplican y colonizan el epitelio del yeyuno. La
infeccion puede permanecer por semanas, meses e incluso afios (Smith et al., 1983). Los
trofozoitos se adhieren a los enterocitos a través del disco ventral (Figura 1.4C),
causando la sintomatologia caracteristica de la enfermedad sin disparar una respuesta
inflamatoria pronunciada (Kim et al., 2009; Ropolo and Touz, 2010). La adhesi6n a la
superficie de las células intestinales es necesaria para que la division celular, a través
de fisién binaria, se lleve a cabo. Mediante movimientos progresivos (tendiendo a rotar
alrededor de su eje longitudinal), los trofozoitos se desprenden del enterocito
adhiriéndose a la superficie de otro, resultando este ciclo de adhesién-disociacion
necesario para asegurar la colonizaciéon del epitelio intestinal del hospedador
(Elmendorf et al., 2003). Un mecanismo clave que le permite al trofozoito permanecer
en el intestino del hospedador, evadiendo la respuesta inmune humoral es el proceso
de variacidn antigénica. Durante este proceso, cada trofozoito individual esta cubierto
por un solo miembro de una familia de proteinas antigénicas diversas llamadas
proteinas variables de superficie (VSP del inglés, Variant-specific Surface Proteins).
(Nash et al., 1988; Nash and Mowatt, 1992, 1993).

Luego de un periodo de tiempo variable, algunos de estos parasitos descienden
por el tracto intestinal, disparandose en las porciones mas bajas del yeyuno su
diferenciacion a quiste o enquistamiento (Figura 1.4D) que completa asi el ciclo de vida
del parasito (Lujan et al., 1997). Finalmente, los quistes son liberados con las heces,

donde pueden permanecer durante meses en el estadio de latencia.
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Figura 1.4: Ciclo de vida de G. lamblia. Los quistes (A) a través de un proceso de desenquistamiento
(B) que comienza en el estémago, liberan los trofozoitos (C). Estos, se duplican en el intestino delgado
(fundamentalmente en el yeyuno), y a medida que descienden por el intestino son inducidos a
enquistarse (D). Los quistes formados son finalmente eliminados con las heces cerrando el ciclo vital

del parasito.

Una manera de estudiar los eventos bioquimicos y genéticos fundamentales
durante la transformaciéon gradual del trofozoito moévil, binucleado y de forma
piriforme a la forma inmdvil, tetranucleada y ovalada del quiste (Gottig et al., 2006;
Lauwaet et al., 2007) es mediante la reproduccion in vitro del parasito con medios de
cultivo especificos (Boucher and Gillin, 1990; Gillin et al., 1989; Gillin et al., 1987). El
enquistamiento de G. lamblia involucra la sintesis de las proteinas CWPs que, luego de
ser transportadas en vesiculas de enquistamiento (ESVs del inglés, Encystation Specific
Vesicles) hacia la membrana plasmatica, se liberan por un mecanismo de exocitosis para
formar la pared del quiste (Adam, 2001). Se han descripto tres fases claramente
distinguibles en el proceso, e involucran: (a) la recepcion del estimulo de
enquistamiento, el envio de la sefial a los nucleos y la activacion de genes especificos,

(b) la sintesis de componentes de la pared del quiste y la biogénesis de organelas

14



Capitulo 1. Introduccién General

secretoras necesarias para el transporte de estos componentes y (c) el ensamblado de

materiales para formar la pared extracelular.

a) Recepcion del estimulo de enquistamiento, envio de la sefial a los nucleos y

activacion de genes especificos:

La privaciéon de colesterol es necesaria y suficiente para iniciar el proceso de
enquistamiento en G. lamblia. Este parasito no puede sintetizar colesterol de novo y
debe incorporarlo del intestino delgado del hospedador. Debido a que éste absorbe
colesterol casi por completo en el yeyuno e ileon, la concentracién de este lipido va
disminuyendo a lo largo del tracto intestinal, lo cual probablemente dispararia una
sefial para que se desarrolle el proceso de enquistamiento (Lujan et al., 1996a). A su
vez, las sales biliares forman micelas estables con el colesterol, reduciendo aiin mas la
disponibilidad del lipido para el parasito. Atin se desconoce de qué manera G. lamblia
detecta variaciones en los niveles de colesterol, y como esta sefial se traduce en una
regulacion de los genes especificos del enquistamiento. Es posible que un cambio en la
fluidez de la membrana modifique la actividad de enzimas ancladas a la misma,
produciendo la activacién de vias de transduccion de sefiales especificas hacia los
nucleos (Lujan et al, 1997). Particularmente, las células inducidas a enquistar
presentan una disminucion de la poblacion en fase G1 del ciclo celular a expensas de un
aumento de la poblacién en fase G2/M (células con ADN duplicado - 2x4N). Por este
motivo, se ha propuesto que el estimulo de enquistamiento es procesado en alguno de
los puntos de control de la fase G2 o M del ciclo de division celular (Bernander et al,,

2001).

b) Sintesis de componentes de la pared del quiste y biogénesis de organelas
secretoras necesarias para el transporte de estos componentes:

Las proteinas mas estudiadas y caracterizadas como formadoras de la pared del
quiste son los tres miembros de la familia de las CWPs, la proteina HCNCp y, mas
recientemente, una familia de proteinas denominadas EGFCP (del inglés, Epidermal
Growth Factor (EGF)- like Cyst Protein) (Chiu et al., 2010). Se ha determinado que la
expresion de estas proteinas aumenta considerablemente cuando los trofozoitos son

inducidos a enquistarse (Gottig et al., 2006). Durante el enquistamiento los trofozoitos
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pierden su capacidad de adhesidn, se redondean y se cargan de ESVs. Estas vesiculas,
ausentes en trofozoitos en crecimiento, son granulos electrodensos formados de novo,
grandes e irregulares, que transportan las proteinas del enquistamiento y polisacaridos
liberados luego al exterior para constituir la pared del quiste (Faubert et al.,, 1991;
Gottig et al.,, 2006; Touz et al., 2008).

La expresion de las CWPs incrementa inmediatamente después de la induccién
del enquistamiento (Mowatt et al., 1995) al igual que otras proteinas como la
glucosamina-6-fosfato isomerasa (G6PI del inglés, Glucosamine 6 Phosphate Isomerase),
involucrada en la biosintesis del carbohidrato 3(1,3)-D-GalNAc (Knodler et al., 1999) y
la proteina BiP (del inglés, Inmunoglobulin heavy chain-Binding Protein) (Kim et al.,
2009; Lujan et al., 1996b).

En cuanto a la regulacién de la expresion de estas proteinas, el factor de
transcripcion Myb1l-like protein (del inglés, Mpyeloblastosis-related transcription
factors) es capaz de unirse a regiones promotoras de los genes cwp1, cwp2, cwp3 'y gépi
induciendo su expresion e incluso es capaz de unirse a su propio promotor (Huang et

al., 2008; Sun et al.,, 2002)

c) Ensamblado de la pared quistica:

Se postula que las proteinas formadoras de la pared del quiste son liberadas a la
periferia de los trofozoitos por las ESVs mediante exocitosis, depositandose
inicialmente en la superficie del trofozoito, mientras que los precursores de 3(1,3)-D-
GalNAc se integran luego a la pared para finalmente co-polimerizarse y formar la malla
fibrilar (Gillin et al., 1987; Mowatt et al., 1995). La formacion de la pared del quiste se
realiza por regiones, observandose parches de malla fibrilar dispersos en la superficie
de los trofozoitos inducidos a enquistamiento, evidentes a las 15-18h posterior a la
induccién. Estos parches aparecen al azar, se unen entre si al multiplicarse y en
ocasiones se superponen engrosando la malla fibrilar (Arguello-Garcia et al., 2002).
Ensamblada la pared del quiste, las ESVs desaparecen y dentro del quiste ocurre
replicacion del ADN, cariocinesis y una citocinesis incompleta, razén por la que cada
quiste contiene en su interior, cuatro nucleos (Adam, 2001; Gillin et al., 1987).

Para que G. lamblia pueda adaptarse y sobrevivir, tanto la variacion antigénica

como el proceso de enquistamiento, deben ocurrir de manera rapiday eficiente. Uno de
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los posibles mecanismos que podria explicar estos cambios y que han cobrado
importancia en los ultimos afios son los mecanismos epigenéticos que permiten
producir cambios transitorios a nivel de la cromatina y por lo tanto en la expresion

génica.

L. ii. Regulacion epigenética en eucariotas

En organismos eucariotas, la informacion genética (ADN) esta organizada en
pares de cromosomas que contienen genes. Estos cromosomas se pueden comparar con
bibliotecas que contienen diferentes libros que en conjunto conforman un organismo
completo. Sin embargo, lo que determina cudndo se leen los diferentes libros, y en qué
orden, aun no esta del todo claro. Este extraordinario desafio probablemente revele
informacién sobre como se coordinan los diferentes eventos celulares durante el
desarrollo normal y anormal de un organismo.

La secuencia de ADN del genoma de un organismo se compone de millones de
nucleétidos compuestos de pares de bases, abreviadas en cuatro letras (o bases) A, C, G
y T (adenina, citosina, guanina y timina), dando lugar a regiones codificantes y no
codificantes del genoma. En eucariotas superiores, la molécula de ADN tiene
aproximadamente dos metros de largo, y por lo tanto, necesita condensarse al maximo
para almacenarse en el nucleo. La envoltura del ADN alrededor de "carretes" de
proteinas, las llamadas proteinas histonas, proporciona una solucién elegante al
problema del empaquetamiento, dando lugar a una estructura repetitiva de
“proteina:ADN” conocida como nucleosoma, la unidad fundamental de la cromatina. Sin
embargo, al empaquetar al ADN para que se adapte mejor a un espacio confinado, se
presenta un problema, al igual que cuando uno empaca demasiados libros en los
estantes de una biblioteca, se hace mas dificil encontrar y leer el libro de interés y por
lo tanto, se necesita un sistema de indexacion. La cromatina, como plataforma de
organizacion del genoma, proporciona esta solucion. La cromatina no presenta una
estructura uniforme sino que posee diferentes apariencias, desde una fibra altamente
condensada hasta un estilo relajado en donde los genes se expresan tipicamente. La
variacién entre ambos estados de compactacién puede darse por la introduccion de

proteinas histonas inusuales (conocidas como variantes de histonas), estructuras
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alteradas de la cromatina (conocidas como remodelacién de cromatina) y la adicion de
ciertas modificaciones quimicas a las proteinas histonas (conocidas como
modificaciones covalentes). Ademas, la adicién de un grupo metilo directamente a una
base de citosina en la secuencia de ADN, conocida como metilacién del ADN, puede
proporcionar sitios de sefializaciéon para que ciertas proteinas alteren el estado de la
cromatina o afecten la modificacion covalente de las histonas vecinas. Evidencias
recientes sugieren que ARNs no codificantes pueden "guiar” regiones especializadas del
genoma hacia estados de cromatina mas compactados. Por lo tanto, la cromatina debe
considerarse como un polimero dindmico que puede organizar y modular el genoma,
influenciando en Ultima instancia qué genes se expresan y cuales no (Allis, 2007).

En conjunto, estos mecanismos proporcionan a la cromatina un principio para
organizar y regular a nivel funcional los genomas, conocido como "epigenética". En
algunos casos, los patrones epigenéticos parecen heredarse a través de las divisiones
celulares, proporcionando una "memoria celular” que puede extender el potencial de
informacion heredable del c6digo genético. Por lo tanto, la epigenética puede definirse
en la actualidad como aquellos cambios heredables en un organismo que alteran los
niveles de expresion génica, a través de la modulacién de la compactacion cromatina,
que no producen alteraciones en la secuencia del ADN.

Desglosar los mecanismos moleculares implicitos en la rama de la epigenética
probablemente tendra importantes implicancias para los estudios de biologia y de las

enfermedades humanas en esta era "post-gendmica"(Allis, 2007).

L. ii. 1 Estructura de la cromatina

La cromatina es una estructura compacta y dinamica que permite la
organizacion del ADN en el nucleo celular (Alberts, 2015). Esta estructura puede
presentar diferentes grados de compactacion segun la fase celular en la que se la
observe. Durante la mitosis, especialmente en la metafase, la cromatina adquiere el
maximo grado de compactacion generando los cromosomas, cuyo numero y forma varia
entre los diferentes organismos. A medida que la célula va finalizando la mitosis, la

cromatina va adquiriendo una forma mas relajada (Figura 1.5).
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‘ 1.5 um - Cromosoma en metafase

300-700 nm - Seccién
condensada del cromosoma

30 nm - Fibra de cromatina
de nucleosomas condensados

Histonas

I 11 nm - “Collar de perlas”

l 2 nm - Doble hebra de ADN

Nucleosoma

Figura 1.5: Estructura de la cromatina. Representaciéon esquematica que muestra los distintos
niveles de organizacién y compactacién de la cromatina, desde la doble hebra de ADN hasta la
estructura del cromosoma (maximo grado de compactacién) (Adaptado de https://www.nih.gov).

En 1928, Emil Heitz, cientifico aleman considerado hoy en dia un pionero de la
epigenética, perfeccion6 un método de tincidn citoldgica y descubrid que ciertas partes
de los cromosomas mitoticos estaban mas densamente tefiidas que otras. Las zonas que
parecian mas compactas y se coloreaban mas, las nombro heterocromatina, y las menos
coloreadas, eucromatina. Pasaron varios afios hasta que se interpretaron estas
estructuras, concluyendo que la eucromatina se encuentra principalmente en los
brazos cromosémicos y comprende la mayoria de los genes codificadores de proteinas,
es decir se corresponde con regiones del ADN que estan transcribiéndose. Se la conoce
como la forma relajada “abierta” de la cromatina que permite facilmente la llegada de

factores de transcripcion, y por ende la expresion de la informacién contenida en ella.
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En contraste, la heterocromatina es mas compacta, altamente condensada y esta
enriquecida en zonas de los cromosomas que no contienen genes o se asocia con
regiones genéticamente pasivas, prominentemente en los telomeros y en las
proximidades de los centrémeros (Figura 1.6) (Berger, 2019). Durante el ciclo celular,
la heterocromatina puede permanecer siempre compacta (heterocromatina
constitutiva) o bien relajarse frente a ciertos estimulos y pasar a formar eucromatina

(heterocromatina facultativa) (Grewal and Jia, 2007).

HETEROCROMATINA
Cor‘rilp]]e 0s
Modificaciones « r‘:‘llg?:rgn!: : 3;‘;5 AR
postraduccionales a? < o “polil . ® Pacioiésds
/ o z//(/ (%) transcripcién

microARNs

EUCROMATINA

Modificaciones
postraduccionales © ®

Comp le 0S
mode]a ores
de cromatina

Figura 1.6: La cromatina consiste en eucromatina y heterocromatina. La hetererocromatina es
compacta con modificaciones post-traduccionales de histonas caracteristicas que impiden el acceso de
la ARN polimerasa y factores de transcripcion. Los complejos remodeladores de cromatina se
representan como enzimas modificadoras de histonas, pero incluyen remodeladores dependientes de
ATP, enzimas modificadoras de histonas y otros complejos macromoleculares especializados los cuales
son importantes para el mantenimiento de heterocromatina o eucromatina. La eucromatina también
se mantiene mediante complejos macromoleculares que permiten el acceso a factores de transcripcion
especificos y al complejo ARN polimerasa (Adaptado de Croken et al., 2012).
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L. ii. 1.2 El nucleosoma: la unidad basica de la estructura de la cromatina

Las proteinas histonas son las responsables de formar la subunidad repetitiva
fundamental de la cromatina, el nucleosoma. Desde el punto de vista molecular, el
nucleosoma constituye el primer nivel de organizacion de la cromatina. Cada
nucleosoma esta formado por un octamero proteico, constituido por dos
representantes de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 (He and Lehming, 2003)
y una cadena doble de ADN de aproximadamente 146 pares de bases que se enrollan
alrededor del octdmero de histonas (Figura 1.7A). Cada nucleo de una particula
nucleosémica se separa del siguiente mediante una region de ADN espaciador, que
puede variar desde unos pocos pares de nucleétidos hasta cerca de 90 pares de bases
(revisado en Olins and Olins, 2003). La formacién de los nucleosomas convierte a la
molécula de ADN en una hebra de cromatina aproximadamente de un tercio de su
longitud inicial. La determinacion de la estructura cristalina del nucleosoma, primero a
una resolucién de 7 A y luego de 2.8 A (Figura 1.7B) (Luger et al., 1997; Richmond et
al,, 1984), proporcioné informacidén estructural importante, en particular la evidencia
acerca de la extension de las colas amino terminales de las histonas mas alla del ntcleo
del octamero ADN-proteina, haciendo evidente la accesibilidad a sufrir modificaciones

post-traduccionales (Felsenfeld, 2014).

Figura 1.7: Estructura del nucleosoma. A. Representaciéon esquematica de la organizacién de las histonas
constituyendo un octdmero alrededor del cual se enrolla la doble hebra de ADN (linea negra). La formacién
del nucleosoma ocurre primero a través de la deposicién de un tetrdmero H3/H4 en el ADN, seguido de dos
dimeros H2A/H2B. Las colas amino terminales de las histonas sobresalen de nucleo del nucleosoma, que

esta constituido por los dominios globulares de las histonas. B. Estructura cristalogréfica a una resolucién
de 2.8 A (Adaptado de Allis, 2007).
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L. ii. 2 Mecanismos epigenéticos

Los mecanismos epigenéticos desempefian un papel esencial en la modulacion
de la definicion del desarrollo, morfologia y fisiologia de un organismo, mediante la
regulacion de la expresion génica. Durante el desarrollo, los mecanismos epigenéticos
establecen patrones de expresion génica estables para garantizar una correcta
diferenciacion. También permiten que los organismos se adapten a cambios
ambientales y ademas, las experiencias previas pueden afectar la capacidad de
respuesta futura de un organismo a un estimulo a largo plazo e incluso durante
generaciones (D'Urso and Brickner, 2014).

A continuacién, se describen los principales fendmenos moleculares que
contribuyen significativamente a la organizacién, fisiolégicamente relevante, de la
mayoria de los genomas eucariotas y que tienen implicancia en la modificacién de la

cromatina.

L. ii. 2.1 Metilacion de ADN

La metilacion del ADN es quizas la modificacién quimica mejor caracterizada de
la cromatina. En mamiferos, casi toda la metilacion del ADN ocurre en los residuos de
citosina de los dinucle6tidos CpG. Las regiones del genoma que tienen una alta densidad
de CpG se denominan “islas CpG”, y la metilacion del ADN en estas islas se correlaciona
con la represion transcripcional. Los patrones gendmicos de metilacion de citosinas en
mamiferos, ya sea por metilacion de novo o por metilacién de mantenimiento, son
llevados a cabo por ADN metiltransferasas (DNMT), y desempeflan un papel
fundamental en la regulacion génica y la organizacion de la cromatina durante la
embriogénesis y la gametogénesis (Goll and Bestor, 2005). Las metiltransferasas de
mantenimiento agregan grupos metilo al ADN hemi-metilado durante la replicacion del
ADN, mientras que las DNMTs de novo actiian después de la replicacion del ADN
(revisado en Groth etal., 2007). Ademas, la formacion de la heterocromatina en muchos
organismos esta mediada en parte por la metilacion del ADN y sus proteinas de union,
en combinacién con ARN no codificante y con modificaciones de proteinas histonas que
son caracteristicas de cromatina silenciada (revisado en Zaratiegui et al., 2007). En
conjunto, la metilacién del ADN proporciona un componente estable, heredable y

critico de la regulacién epigenética (Goldberg et al., 2007).
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L. ii. 2.2 ARN no codificante

Recientemente, se ha hecho evidente que el ARN, en particular ARNs no
codificantes, intervienen en el control de multiples fendémenos epigenéticos (Bernstein
and Allis, 2005). Algunos ejemplos de la participacion de ARNs no codificantes incluyen,
desde mecanismos de compensacion de dosis génica en Drosophila y mamiferos
mediados por ARN roXy XIST, respectivamente, hasta el silenciamiento de ambos genes
y secuencias repetitivas de ADN por vias relacionadas con ARN de interferencia (ARNi),
silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS, del inglés, Post-Transcriptional Gene
Silencing) y silenciamiento génico transcripcional (TGS, del inglés, Transcriptional Gene
Silencing) respectivamente, en casi todos los eucariotas. Estos ARNs a menudo actdan
en conjunto con varios componentes de la maquinaria celular de la cromatina y
metilacion del ADN para lograr un silenciamiento estable. Aunque es posible que los
ARN inductores de PTGS (por ejemplo, microARNs, siARNs) sean de naturaleza
epigenética, los ARN alusivos a TGS (por ejemplo, siARNs asociados a repeticién, ARN
Xist y pequefios ARNs en Schizosaccharomyces pombe) son sin duda epigenéticos, ya
que pueden inducir efectos silenciadores a largo plazo que pueden heredarse a través

de la division celular (Bernstein and Allis, 2005).

L. ii. 2.3 Modificaciones post-traduccionales de histonas

Durante varios afios, ha sido bien conocido que las proteinas unidas al ADN en
el nucleo eucariota, especialmente las proteinas histonas, podrian estar involucradas
en modificar las funciones asociadas al ADN (Allis, 2007).

A partir de los estudios pioneros de Vincent Allfrey a principios de la década de
1960, se sabe que las histonas son modificadas post-traduccionalmente (Allfrey et al.,
1964). Las histonas son proteinas basicas de bajo peso molecular (11-16 kDa) que
consisten en un dominio globular y un extremo amino terminal variable y cargado (cola
de la histona). Estas colas amino terminales de las cuatro histonas candnicas son
susceptibles a sufrir una serie de modificaciones post-traduccionales, tales como
acetilacion, metilacion, fosforilacién, ubiquitinacién y SUMOilacién, entre otras
(Hatakeyama et al.,, 2016). Estas modificaciones covalentes revelan un "cédigo de
histonas" que esta involucrado en la generacion de informacién epigenética, que influye

en el estado de la estructura y funcién de la cromatina (Jenuwein and Allis, 2001;
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Kouzarides, 2007) y ademas afectan diversos otros procesos como la replicacion,
reparacion y recombinacion del ADN.

Las consecuencias a nivel transcripcional de las modificaciones de histonas se
traducen como el resultado de las consecuencias biofisicas directas de la modificaciéon
o mediante la actividad catalitica de las proteinas y complejos que reconocen y vinculan
las histonas modificadas. Por ejemplo, la acetilacidn de histonas reduce la carga positiva
neta en el nucleosoma desestabilizando la asociacion de las histonas con el ADN
(cargado negativamente), lo cual facilita el acceso a los factores de asociacion de la
cromatina y promueve, de una manera mas prominente, la transcripcién. Por lo tanto,
equilibrando los niveles y la actividad de histonas acetiltransferasas (HAT) y
deacetilasas (HDAC), que agregan y eliminan respectivamente grupos acetilo de las
histonas (y otras proteinas), la transcripciéon puede activarse o reprimirse (Bannister
and Kouzarides, 2011). En contraste, los efectos de la metilacién de histonas parecen
transmitirse mas indirectamente, ya que la adicién de un grupo metilo no modifica la
carga de la cadena de histonas. Las histonas metiladas parecen funcionar mas bien
como una plataforma de reconocimiento para complejos de proteinas que se unen a la
cromatina y remodelan su nivel de compactacién, localizacion y actividad
transcripcional (Cohen et al., 2011).

El reclutamiento de proteinas y complejos con actividades enzimaticas
especificas representa el dogma actualmente aceptado de como las modificaciones de
histonas median la funcién de la cromatina. En la Tabla 1.2 se presentan algunas de las
principales modificaciones post-traduccionales de histonas y las enzimas encargadas

de dichas modificaciones.

I.ii. 2.3.1 La “hipotesis” del cddigo de histonas

Mas de cien modificaciones de histonas han sido descriptas, y una idea popular
en este campo es que la funcion de una marca de histona individual no puede ser
entendida sin considerar su combinacién con otras marcas de histonas, lo que se conoce
como "hipétesis del cédigo de histonas". Esta concepto es objeto de diversas
discusiones, a pesar de las crecientes evidencias bioquimicas de factores reguladores

de la cromatina que se unen a combinaciones especificas de modificaciones de histonas,
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los estudios funcionales y de localizacion encuentran una minima complejidad
combinatoria en los patrones de modificacion de histonas (Rando, 2012).

Las hipotesis basadas en la metafora del codigo de histonas incluyen diversas
opiniones, entre ellas la idea de que las modificaciones de histonas presentan
“compafieros de uniéon” (Turner, 1993), de que los patrones de modificacion de histonas
son heredables (Turner, 2000) y la sugerencia de que las modificaciones de histonas

funcionan en patrones combinatorios (Strahl and Allis, 2000), entre otras.

Tabla 1.2: Principales modificaciones post-traduccionales de histonas.

MODIFICACION ENZIMA MODIFICADORA RESIDUO MODIFICADO FUNCIONES REGULADAS
Histona acetiltransferasa Transcripcion (+), Reparacion,

Acetilacion K-ac
(HAT) Replicacién, Condensacion
Histona lisina metiltransferasa

Metilacion (lisinas) (HKMT) K-mel K-me2 K-me3 Transcripcion (+/-), Reparaciéon

Histona arginina
Metilacion (argininas) R-mel R-meZ2a R-me3s Transcripcion (+/-)
metiltransferasa (HRMT)

Transcripcion, Reparacion,

Fosforilacion Serina/Treonina quinasa S-ph T-ph
Condensaci6on

Ubiquitinacién Ubiquitilasa K-ub Transcripcion (+/-), Reparacion
SUMOilaci6én GMP-1, sentrin-1, SMT3, UBL-1  K-su Transcripcion (-)

Peptidil arginina deiminasa
Citrulinacién/Deiminacién R > Cit Transcripcion (-)

(PAD)
Propionilaciéon Histona acetiltransferasa K-prop Transcripcion (+)

I. iii. Regulacion epigenética en G. lamblia

Los parasitos protozoarios constituyen una importante fuente de mortalidad y
morbilidad humana. Algunos de estos parasitos tienen ciclos de vida complejos en
multiples hospedadores y deben iniciar programas complejos de desarrollo en
respuesta a sefiales ambientales que incluyen estrés, adaptacion a diferentes
hospedadores y evasion de la respuesta inmune generada en el hospedador. Los
eventos de diferenciacion requieren una alteracion drastica, y a veces rapida, del perfil
de expresion génica del organismo. Los mecanismos por los cuales los parasitos regulan
la transcripcién y responden a los cambios en su entorno han sido caracterizados
parcialmente. Durante la Gltima década, el estudio de la regulacién epigenética de la

expresion génica se ha convertido en un aspecto crucial de la biologia de los parasitos,
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ya que permite explicar de qué manera pueden responder de forma rapida y dinamica
a los cambios en el microambiente. Aunque muchos de los principios fundamentales de
la regulacion epigenética son similares a aquellos presentes en células de mamiferos y
organismos modelo, los parasitos protozoarios también muestran mecanismos inicos
y diversos de regulacion génica a nivel epigenético (Croken et al., 2012). Sobrevivir y
diferenciarse dentro de un ambiente potencialmente hostil son acciones claves en el
ciclo de vida de G. lamblia. La supervivencia de G. lamblia depende de la efectividad de
sus mecanismos de adaptacion.

En la base de datos de G. lamblia se encuentran presentes las enzimas sefialadas
en la Tabla 1.3 como posibles enzimas modificadoras de histonas. Hasta el momento,
algunas de ellas han sido estudiadas observandose que regulan positiva o
negativamente el proceso de variacién antigénica y enquistamiento (resaltadas en color

gris en la Tabla 1.3).

I.iii. 1 Variacién antigénica y mecanismos epigenéticos asociados

Durante el proceso de variacion antigénica, debido a la respuesta inmune del
huésped o, de manera espontanea, una de las proteinas VSPs puede ser reemplazada
por otra diferente, la cual no es reconocida por los anticuerpos producidos por el
hospedador (Nash et al., 1988; Nash and Mowatt, 1992, 1993). Los mecanismos por los
cuales una VSP cambia espontaneamente por otra son desconocidos. Se ha descripto un
mecanismo de ARN de interferencia involucrado en el control de la expresion de la
variacidn antigénica en G. lamblia, en donde se describieron los componentes conocidos
de la maquinaria de ARN de interferencia, las proteinas Dicer y Argonauta (Prucca et
al., 2008). Se demostré que en poblaciones clonales de trofozoitos que expresaban la
misma VSP se transcribian eficazmente varios genes vsp pero solo se observaban
transcriptos correspondientes a la VSP que se estaba expresando. A su vez, se
detectaron los ARN anti-sentido y siARN correspondientes a los genes vsp silenciados
pero no para el gen vsp expresado. Estos resultados se ven sustentados por
experimentos en donde el silenciamiento de las enzimas Dicer y la ARN polimerasa
dependiente de ARN conducen a la expresién de multiples VSP en un mismo trofozoito.
No obstante, alin se desconoce de qué manera un solo transcripto de vsp escapa a este

proceso de silenciamiento.
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Tabla 1.3: Enzimas modificadoras de histonas en G. lamblia. Ejemplos de enzimas hipotéticas y/o caracterizadas experimentalmente que

regulan la expresién génica mediante la modificacién de histonas.

GEN ID MODIFICACION ENZIMA
GL50803_10666 Histona acetiltransferasa GCN5
GL50803_2851 Histona acetiltransferasa MYST2
GL50803_16639 Acetilacion Histona acetiltransferasa Elp3
GL50803_14753 Histona acetiltransferasa tipo B subunidad 2
GL50803_17263 Histona acetiltransferasa MYST1
GL50803_3281 Histona deacetilasa
GL50803_10707 Histona deacetilasa NAD-dependiente Sir2
GL50803_10708 Deacetilacién Proteina hipotética, Dominio Sir2
GL50803_16569 Regulador transcripcional, Familia Sir2
GL50803_6942 Proteina de la familia Sir2
GL50803_11676 Sirtuina tipo 2
GL50803_8921 Set-2, putativa
GL50803_13838 Proteina hipotética, Dominio SET

Metilacion Histona metiltransferasa HMT1

GL50803_9130
GL50803_17036
GL50803_221691

Proteina hipotética, Dominio SET
Histona metiltransferasa HMT2

GL50803_8228
GL50803_7890
GL50803_16143

Remodelacion de

ATPasa ADN-dependiente
Regulador transcripcional ATRX, putativa
Proteina reguladora de transcripcién SNF2

cromatina
GL50803_16370 Activador transcripcional, putativa
GL50803_87205 SWI2/SNF2 Proteina de recombinacion y reparacién de ADN Rhp26p
GL50803_112978 Proteina de unién a ADN-helicasa cromodominio, putativa
GL50803_17386 Ubiquitina-proteina ligasa E3A
GL50803_95918 Ubiquitinacién E3 ubiquitina ligasa para Rad6p requerida para ubiquitinacién de H2B
GL50803_10661 Ubiquitina E1
GL50803_5533 Desubiquitinacion DUB-1
GL50803_11364 Fosforilacion Quinasa, AGC AKT
GL50803_112103 Citrulinacion Arginina deiminasa
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En algunos organismos, la expresion de siARNs se correlaciona con la metilacion
de secuencias homologas de ADN que modulan la transcripcion; sin embargo, la
metilacion del ADN no se ha observado en G. lamblia (Adam, 2001; Prucca et al., 2008).
Ademas, las diferencias en la transcripcion pueden estar relacionadas con la variacion en
la estructura de la cromatina relacionada con el ciclo celular o la diferenciacion celular,
un aspecto que aun no ha sido estudiado en G. lamblia. Hace algunos afios, se observo que
la activacion de genes vsp se asociaba con la acetilacion de histonas en nucleosomas
(Kulakova et al.,, 2006) y recientemente se demostré que la sobreexpresion de HDAC
(histonas deacetilasas independientes de NAD+) junto con las sirtuinas ORF16569 y
ORF11676 (histonas deacetilasas dependientes de NAD+) reducen la tasa de variacién
antigénica, sugiriéndose que puede deberse a una disminucién en los niveles de
acetilacion de H4K9 y H3K8, y H4K16 en genes vsp (Carranza et al., 2016). Por lo tanto, de
ambos estudios se puede concluir que la acetilaciéon de histonas esta involucrada en el
proceso de variaciéon antigénica en este parasito. Es por ello, que andlisis relacionados con
el estado de la cromatina, como asi también diversos factores asociados con la acetilaciéon
y deacetilacién de histonas brindarian una mejor comprension de los factores que regulan

la activacidon de los genes de las proteinas VSP.

L. iii. 2 Mecanismos epigenéticos asociados al enquistamiento

Se ha demostrado que el proceso de enquistamiento esta regulado, al menos en
parte, de manera epigenética. Einarsson et al. observaron que ciertas proteinas
reguladoras de la cromatina, como histonas deacetilasas, histonas metiltransferasas ,
histonas acetiltransferasas, asi como la helicasa SNF2 (del inglés, Sucrose Non
Fermentable) de remodelacion de la cromatina (Tabla 1.3), mostraban cambios
coordinados en su expresion a lo largo del proceso (Einarsson etal.,, 2016). A su vez, Sonda
et al. demostraron que los niveles de acetilacién en G. lamblia disminuyen durante el
enquistamiento, y mostraron que la inhibiciéon de la HDAC disminuye la formacién de
quistes al bloquear la expresién de los genes especificos del enquistamiento, myb1, cwp1-
3y GIcN6P (Sonda et al., 2010). Ademas, se encontrd que estos y otros genes, los cuales
estdn afectados por la inhibicion de HDAC, se expresaban fuertemente durante el
enquistamiento (Morf et al., 2010), lo que respalda la hip6tesis de que la deacetilacion de

histonas directa o indirectamente es un requisito durante el enquistamiento.
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Por otro lado, también se demostré que la familia de las SIRZ (deacetilasas
dependientes de NAD+) (Tabla 1.3), son importantes en la primera etapa de
enquistamiento, especialmente porque estas proteinas pueden funcionar como sensores
metabolicos (Fulco et al., 2003; Vaquero, 2009). G. lamblia tiene cinco ORF identificadas
como sirtuinas (Sonda et al, 2010): ORF10707, ORF10708 y ORF11676 (Clase I),
ORF16569 (Clase III), relacionadas especificamente con Sirt5 mitocondrial de humanos,
y finalmente ORF6942, probablemente perteneciente a subclase U (Carranza et al.,, 2016).
Sin embargo, solo el ORF10707 se ha caracterizado experimentalmente como una
deacetilasa dependiente de NAD+ (Wang et al., 2016). Los trofozoitos de G. lamblia
tratados con inhibidores de histonas deacetilasas independientes de NAD+, tricostatina A
(TSA) y butirato de sodio (NaB), aumentaron la sefial de H3K9ac y H4K8ac, mientras que
la inhibicién con nicotinamida, un inhibidor de sirtuinas, aumento los niveles de H3K9ac,
H4K8ac y principalmente los niveles de H4K16ac (Carranza et al.,, 2016). Ademas, se
observé una disminucion temporal en la expresién de H4K8ac y H4K16ac durante el
enquistamiento temprano, particularmente en las primeras 4 o 5 h de este proceso.
Curiosamente, se observaron altos niveles basales de H4K8ac dentro de laregion 5 'aguas
arriba del gen de CWP2 en trofozoitos, estadio en el que este gen no se expresa, mientras
que una disminucién significativa en la acetilacién de esta regién ocurre durante el
enquistamiento temprano, lo que sugiere que un estado de cromatina abierta puede ser
necesario para la represion de genes especificos del enquistamiento (Carranza et al.,
2016).

La metilacidn es otro mecanismo clave de la regulacion epigenética. Carranza et al.
(2016) informaron un pequefio aumento en la modificacion H3K9me3 durante el
enquistamiento, modificacién clasica asociada con la formacién de heterocromatina,
mientras que las marcas H3K4mel, H3K4me2 y H3K4me3, cada una con diferentes
funciones bioldgicas pero principalmente como activadores de la transcripcion, no
experimentan cambios durante la diferenciacion de G. lamblia. Sin embargo, estos
resultados son de caracter cualitativo, estan basados en ensayos de inmunofluorescencia
y deben ser confirmados utilizando otras metodologias.

En eucariotas, la ubiquitinacién es un importante proceso que determina el destino
y la funcién de varias proteinas. Mientras que la poliubiquitinacién es principalmente una

marca de degradacion, la monoubiquitinacién esta mas asociada con la regulacién de la
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expresion y reparacion del ADN. En G. lamblia, se ha informado ubiquitinacion de las
cuatro histonas (Nino et al., 2013): la ubiquitinacién de H2A se describid especificamente
en los trofozoitos, mientras que las cuatro clases de histonas son modificadas en los
quistes. En general, la monoubiquitinacion de H2A y H2B tiene funciones relevantes en la
regulacion de muchos procesos, incluyendo el inicio de la transcripcién y elongacidn, el
silenciamiento y la reparacion del ADN (Suryadinata et al., 2014; Weake and Workman,
2008). En G. lamblia, 1a sobreexpresion de la enzima activadora de ubiquitina E1 (Tabla
1.3) aumenta la tasa de enquistamiento, lo que sugiere una relaciéon directa entre la
ubiquitinacién y la diferenciacion del parasito (Nino et al., 2012). Asimismo, a través de
andlisis bioinformaticos, la E3-ligasa hipotética responsable de la ubiquitinacién de H2B
(Tabla 1.3), denominada Brel, también ha sido identificada, sugiriendo que los
modificadores de histonas correspondientes para la ubiquitinacion de H2B estan
presentes en este organismo (Nino et al, 2013). Muchos estudios indican que en
levaduras y eucariotas superiores la ubiquitinaciéon de H2B es un requisito previo para la
metilacion de H3K4 y H3K79 (Osley, 2006). Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales para confirmar esta hipoétesis en G. lamblia.

La enzima arginina deiminasa (ADI) (Tabla 1.3) participa en la supervivencia del
parasito y, ademas de su rol como enzima metabélica, también funciona como una
peptidil-arginina deiminasa (PAD), convirtiendo arginina unida a proteinas en citrulina
(Touz et al., 2008). Consistentemente, dos reportes previos (Touz et al., 2008; Vranych et
al., 2014) han demostrado que durante el enquistamiento tardio, ADI es SUMOilada en el
residuo lisina 101 y posteriormente translocada a los nucleos. En células humanas, la
proteina peptidil-arginina deiminasa PAD4 es reclutada en el promotor de numerosos
genes que promueven la deiminacidn (citrulinacion) de las histonas H3 y H4, lo que se
asocia con una disminucién de la transcripcidon de los genes proximales (Wang et al,,
2004). Curiosamente, en G. lamblia hay evidencias que relacionan la translocacién de ADI
a los nucleos con una disminucion de la expresion de los genes cwp y, por lo tanto, con la
disminucién de la formacion de quistes (Vranych et al.,, 2014), lo que sugiere que ADI
seria capaz de deiminar histonas durante el proceso de enquistamiento en G. lamblia,
regulando de manera negativa la etapa final de este proceso. En células eucariotas, se ha
descripto que la citrulinacién de argininas contrarresta la metilacién de las mismas

(Cuthbert et al., 2004; Hidaka et al., 2005; Wang et al., 2004). Se estima que dilucidar la
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importancia de las modificaciones post-traduccionales de proteinas nucleares
indudablemente permitird adquirir nuevos conocimientos en el campo de la regulacion
epigenética de la expresién génica en G. lamblia.

En la Figura 1.8 se resume la participacion de las enzimas modificadoras de
histonas estudiadas hasta el momento en G. lamblia, que estan involucradas en regular

positiva o negativamente el proceso de enquistamiento.

Figura 1.8: Participacién de enzimas modificadoras de histonas durante el enquistamiento de G.
lamblia. Representacion esquematica del proceso de enquistamiento en donde se indican las enzimas
modificadoras de histonas estudiadas hasta el momento. Los ntcleos se representan en color azul y las ESVs
conteniendo las CWPs en color verde. La flecha indica el progreso del proceso de enquistamiento a través
del tiempo (0-48 h). “+” indica una regulacién positiva del proceso; “-“ indica una regulacién negativa.
HDAC: Histona deacetilasa; E1; ubiquitina ligasa; ADI: Arginina Deiminasa.
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OBJETIVOS

En el presente trabajo de tesis se propone como objetivo general analizar los

cambios epigenéticos relacionados con el ciclo de vida del protozoario intestinal G.

lamblia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las Histonas metiltransferasas de G. lamblia durante el

crecimiento y el enquistamiento.

1.1

1.2

Identificar por andlisis in silico las enzimas histonas
metiltransferasas presentes en el genoma de G. lamblia.

Estudiar la expresidn, localizaciéon y participacion de las histonas
metiltransferasas durante el crecimiento y el proceso de

enquistamiento.

2. Estudiar las modificaciones post-traduccionales presentes en las

histonas de G. lamblia durante el estadio de trofozoito.

2.1

2.2

Identificar por analisis in silico las proteinas histonas presentes en el
genoma de G. lamblia.
Analizar el perfil de las modificaciones post-traduccionales presentes

en las histonas durante el estadio de trofozoito de G. lamblia.
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Capitulo II:
HISTONAS METILTRANSFERASAS EN G. LAMBLIA

IL. i. Introduccion

Las histonas metiltransferasas (HMTs) son enzimas que catalizan la adicién de
grupos metilo a los residuos de lisina (K) o arginina (R) en los extremos amino
terminales de las histonas H3 y H4. El residuo de lisina puede ser mono, di o
trimetilado, mientras que el residuo de arginina solo puede ser mono o dimetilado. El
resultado final de la incorporacion de un grupo metilo es variable, puede afectar desde
la activacién transcripcional hasta el silenciamiento de la expresién de genes,
dependiendo del residuo diana y la localizaciéon de dicho residuo en una histona en
particular.

Existen dos grupos de histona lisina metiltransferasas (HKMT), ambos grupos
utilizan S-adenosil-L-metionina como donante del grupo metilo y catalizan la adicién
de este grupo al grupo e-amino de la cadena lateral de la lisina (Schubert et al., 2003).
El grupo de metiltransferasas de clase I, (PKMT, del inglés Protein lysine
methyltransferases) pertenece a una extensa superfamilia de metiltransferasas que se
encuentra en eucariotas, procariotas y arqueas. Los miembros de esta familia metilan
ADN, ARN o aminoacidos, tales como arginina, glutamina, aspartato e histidina
(Lanouette et al.,, 2014). El segundo grupo, y que es el de interés en el presente trabajo
de tesis, reine enzimas caracterizadas por tener un dominio catalitico SET de ~130
aminodcidos (metiltransferasas clase V) denominado asi en honor a SU (var)3-9,
Enhancer-of-Zeste, y Trithorax (SET), las tres primeras proteinas identificadas que
albergan este dominio en Drosophila melanogaster (Tschiersch et al., 1994). Este
dominio es el responsable de la actividad catalitica de estas metiltransferasas y
presenta cuatro motivos conservados: GXG, YXG, NHXCXPN y ELXFDY. Ademas se
describi6 la presencia de dos motivos ricos en cisteina estrechamente empaquetados:
el dominio pre-SET, el cual es muy importante para mantener la estabilidad estructural,
y el dominio post-SET, el cual es parte del sitio activo del canal de lisina (Lanouette et

al, 2014).
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La metilacion de lisinas en histonas es una marca epigenética involucrada en
muchos procesos celulares criticos, y a pesar de los extensos estudios llevados a cabo
respecto a esta modificacion en células eucariotas, escasos estudios se realizaron en el
protozoario G. lamblia. Recientemente se reportaron evidencias de metilacion de
histonas en este parasito, utilizando anticuerpos comerciales y ensayos de
inmunofluorescencia para analizar la localizaciéon del sustrato (Carranza et al., 2016;
Dawson et al., 2007). Si bien se describieron mono, di y trimetilacién de H3K4 en el
parasito, asi como trimetilacion de H3K9, que muestra marcas distribuidas en ambos
nucleos (Carranza et al., 2016), hasta el momento no hay estudios relacionados con las
enzimas responsables de la metilacion de histonas en G. lamblia, ni las funciones en las

cuales podrian estar involucradas.
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IL. ii. Resultados

El proyecto de secuenciacion del genoma de las cepas WB, GSy P15 de G. lamblia
se inici6 en el afio 1998 y se complet6 en el 2007 (Morrison et al., 2007). Desde
entonces, la informacién obtenida representa una herramienta fundamental para la
realizacion de andlisis gendmicos y bioinformaticos para luego inferir analisis
transcriptémicos y protedmicos en general.

Haciendo uso de la bioinformatica, y con vistas a estudiar la metilaciéon de
histonas en este parasito, se realiz6 en primera instancia una busqueda en la base de

datos del genoma de Giardia (GDB del inglés, Giardia DataBase http://giardiadb.org).

IL. ii. 1. Histona Metiltransferasa 1, Histona Metiltransferasa 2 y

SET2 son proteinas codificadas en el genoma de G. lamblia

Los andlisis bioinformaticos revelaron la presencia de tres Histonas
Metiltranferasas hipotéticas en todos los ensamblajes descritos de G. lamblia, HMT1
(GL50803_9130), HMT2 (GL50803_221691) y Set-2 (GL50803_8921) (Tabla 2.1).
HMT1 es una proteina compuesta por 298 aminoacidos, HMT2 esta compuesta por 677
aay SET2 692 aa, las que presentan una masa molecular aproximada de ~ 34,75y 76
kDa, respectivamente.

Para confirmar la presencia de estas hipotéticas HMTs de G. lamblia, se realiz6
una busqueda mediante el software HMMER contra el proteoma completo de G.
lamblia, utilizando el perfil creado SET disponible en Pfam (es decir, alineamientos
multiples de secuencias de miembros de la familia con dominio SET que se utilizaron
como la base para construir el perfil HMM). Considerando el dominio SET clasico
catalitico de estas proteinas, la busqueda fue realizada considerando todas las
proteinas descriptas que contienen el dominio SET y que ademas presentaban
actividad catalitica conocida. Se cortaron las secuencias dejando los dominios SET y
post-SET, se alinearon y se analiz6 la filogenia por maxima verosimilitud. Todas las
secuencias encontradas de G. lamblia (Tabla 2.1) se encuentran en grupos de
taxonomia diversa, las mismas fueron localizadas en diferentes clados a lo largo del
arbol filogenético junto con proteinas de diferentes especies como Homo sapiens (hsa),

Mus musculus (mmu), Drosophila melanogaster (dme), Saccharomyces cerevisiae (sce),
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Toxoplasma gondii (tgo), Cryptosporidium parvum (cpv), Arabidopsis thaliana (ath),

entre otros (Figura 2.1).

Tabla 2.1: Histonas metiltransferasas hipotéticas en los diferentes ensamblajes de G. lamblia.

ID Database ID Ensamblajes Proteina anotada
gla0000154 GL50803_9130 A - isolate WB  Histona metiltransferasa 1 - GIHMT1
glaal53297 DHA2_153297 A -isolate DH  Metiltransferasa hipotética
glb0000710 GL50581_2583 B - isolate GS Histona metiltransferasa 1
glbb152988  GSB_152988 B - isolate Metiltransferasa hipotética
gle0003206 GLP15_1600 E - isolate P15 Histona metiltransferasa 1
gla0000335 GL50803_221691 A -isolate WB  Histona metiltransferasa 2 - GIHMT?2
glaa0000335 DHA2_154382 A -isolate DH  Proteina hipotética con dominio SET
glb0000586  GL50581_3980 B - isolate GS Histona metiltransferasa 2
glbb150181 GSB_150181 B - isolate Proteina hipotética con dominio SET
gle0001340 GLP15_2575 E -isolate P15 Histona metiltransferasa 2
gla0005658 GL50803_8921 A -isolate WB  Proteina hipotética SET2 - GISET2
glb0001645  GL50581_420 B - isolate GS Proteina hipotética SET2
glbb0008921 GSB_8921 B - isolate Proteina hipotética con dominio SET
gle0002966  GLP15_.1900 E -isolate P15 Proteina hipotética SET2

Se analiz6 la identidad (I) asi como la similitud (S) de aminoacidos entre las

GIHMTs hipotéticas con su homologo mas cercano y se encontré para GIHMT1 39% (1)
y 59% (S) (Anexo I), para GIHMT2 23% (I) y 70% (S) (Anexo II) y, para GISET2 35%
(1) y 59% (S) (Anexo III).
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Organismo Actividad Sustrato
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Figura 2.1: Anadlisis filogenético entre proteinas que contienen el dominio SET. Reconstruccién
filogenética por maxima verosimilitud (ML) de las secuencias obtenidas utilizando PhyML, con aLRT (del
inglés, approximate likelihood-ratio test), y 100 bootstraps. El conjunto de HMTs hipotéticas de G. lamblia
fue obtenido utilizando HMMER vy, el perfil SET de Pfam contra proteomas de G. lamblia. Seis clusters de
secuencias filogenéticamente relacionadas (representados por colores pasteles ubicados dentro del arbol)
fueron obtenidas por implementacion HMMerCTTer y SDPfox. El anillo interno corresponde a la
clasificacién taxonémica descripta como “organismo”. El anillo externo muestra sobre qué lisina (K) de qué
histona (H) actia cada proteina, descripto como “sustrato”. Los simbolos externos muestran el grado de
metilacion que cataliza cada proteina (de acuerdo a la base de datos) descripta como “actividad”.
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Ademas, los agrupamientos muestran los posibles sustratos especificos de las
enzimas, por lo que es posible predecir la funciéon de estas proteinas hipotéticas
utilizando informacién de secuencias en el mismo grupo. De manera interesante,
GIHMT1 pertenece a un agrupamiento en donde su posible sustrato seria la lisina 36
de la histona H3 (Figura 2.2A), GIHMT2 esta localizada en otro clado junto con
proteinas que metilan la lisina 9 de la histona H3 (Figura 2.2B), mientras que GISET2
se encuentra en un clado en donde la mayoria de las proteinas muestra metilacion de

lisina 4 de la histona H3 (Figura 2.2C).
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@ H4K20
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Figura 2.2: Ubicacidn filogenética de las diferentes GIHMTs. A) GIHMT1 (gla0000154) se agrupa en un
clado junto con proteinas histona metiltransferasas que metilan la lisina 36 de la Histona H3 (H3K36). B)
GIHMT?2 (gla0000335) se agrupa con proteinas que metilan la lisina 9 de la Histona H3 (H3K9). C) GISET2
(gla0005658) se agrupa con proteinas que metilan la lisina 4 de la Histona H3 (H3K4).

IL.ii.1.1 G. lamblia HMT1

El alineamiento multiple de secuencias de miembros de la familia con dominio
SET mostré un alto nivel de similitud entre la secuencia de GIHMT1 y HMTs de
diferentes especies como H. sapiens (hsa), M. musculus (mmu), D. melanogaster (dme),
T. gondii (tgo), C. parvum (cpv), Schizosaccharomyces pombe (szp), entre otros (Figura
2.3A). Tanto el dominio clasico catalitico SET, el cual esta caracterizado por la
presencia de cuatro dominios conservados (GXG, YXG, NHXCXPN, y ELXFDY) y que
constituye el sitio activo, asi como una regién rica en cisteina (post-SET) (Figura 2.3B),
estan conservados en todos los ensamblajes de G. lamblia.
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Figura 2.3: Analisis comparativo de proteinas HMTs. Alineamiento multiple de secuencias basados
en la estructura secundaria de HMT1 de G. lamblia (Ensamblajes A, A2, B, B2, E) contra HMTs de
diferentes organismos. El dominio SET se muestra en la parte superior (A), y el dominio post-SET en la
parte inferior (B). En el dominio SET se muestran los cuatro dominios conservados (GXG, YXG,
NHXCXPN, ELXFDY) que constituyen los sitios activos, asi como la sefial de localizaciéon nuclear (NLS,
rectangulo rojo). En el dominio post-SET se muestra la region rica en cisteina. En negro se muestran los
residuos idénticos entre las respectivas secuencias, sombreado oscuro a claro residuos similares. Los
alineamientos de secuencias multiples se realizaron con la versién MAFFT en linea, con la configuracién
predeterminada.
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Por otro lado, se realiz6 la prediccion de la estructura 3D de GIHMT1 (servidor
[-TASSER) en donde se puede observar tanto el dominio SET y postSET, asi como los
motivos de localizacion nuclear (NLS), los cuales se encuentran expuestos (Figura
2.4A). El modelado 3D de GIHMT1 fue construido y comparado por alineamiento
estructural con la estructura de ASH1L de humanos obtenida del banco de datos de
proteinas (codigo PDB 30PE) (37,77% 1, 59,11% S; Anexo I), mostrando una alta

superposicion entre estructuras homologas (Figura 2.4B).

N-terminal
C-terminal
Dominio-SET
Post-SET
NLS

Alineamiento

Figura 2.4: GIHMT1 y ASH1L de H. sapiens. A) Prediccion de la estructura 3D de GIHMT1. Los
analisis estructurales se realizaron prediciendo la estructura 3D de la proteina codificada por el
gen GL50803_9130 utilizando tres servidores, [-TASSER, Phyre2 y RaptorX. La prediccién de las
NLS fue realizada por cNLS Mapper y NucPred. B) La estructura de GIHMT1 (en purpura) se aline6
con la estructura ASH1L (en cian), obtenida del banco de datos de proteinas (30PE).

Con el fin de investigar si existian proteinas hipotéticas asociadas directamente
a GIHMT1, se analiz6 una red de interacciéon proteina-proteina predicha para esta

enzima. Las secuencias fueron obtenidas utilizando la versién STRING con homologos
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de G. lamblia adaptada por nuestro grupo (Zamponi N. et al, resultados no publicados).
Este servidor establece una red de proteinas en funciéon del interactoma para los
distintos organismos. En esta red, se observaron diversas proteinas dentro de los
cuales se encuentran proteinas quinasas, proteinas de unién al complejo retrémero,
proteinas hipotéticas, entre otras. De manera interesante, se encontré una ARN
polimerasa dirigida por ADN (GIRBP1-3, del inglés RNA-Binding-Proteins o proteinas
de union con ARN), parte del complejo que cataliza la sintesis de ARN utilizando ADN
como molde. Ademas, se encontré que GIHMT1 podria interaccionar con una HDAC
(histona deacetilasa independiente de NAD+) y con HMT2, dos enzimas modificadoras
de la cromatina que podrian estar involucradas en la regulaciéon de GIHMT1 (Figura

2.5).

Helicasa

Deacetilasa

Hip. Proteina de unién

a dineina

Hip.

Hip.
SN
Vpsz 217448 ﬂl— 7474
RPB2 RPB3

Figura 2.5. Red de interacciones proteina-proteina de GIHMT1. Las interacciones se predijeron
combinando el enfoque de Interlog (Zamponi et al resultados no publicados) e informacion recuperada
de la base de datos STRING. Solo fueron consideradas interacciones validadas experimentalmente con
puntajes superiores a 900; (STRING v10: redes de interaccién proteina-proteina, integradas a lo largo
del arbol de la vida). 9130: Histona metiltransferasa-1; 112978: Proteina de unién a ADN-helicasa
cromodominio; 3281: Histona deacetilasa; 16998: Proteina hipotética; 2523: Proteina hipotética;
90710: Proteina hipotética; 17448: ARN polimerasa dirigida por ADN; 89347: Subunidad mayor de
ARN polimerasa Il dirigida por ADN; 7474: ARN polimerasa dirigida por ADN; 137702: Quinasa;
13963: Quinasa; 15549: Proteina de unién a dineina; 221691: Histona metiltransferasa-2.
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IL. ii. 1.1.1 Sobre-expresion de la proteina HMT1 en G. lamblia

Con el objetivo de evaluar el rol de la proteina HMT1 en G. lamblia, se gener6 un
constructo que expresa HMT1-HA conteniendo tres epitopes de hemaglutinina (HA) en
el extremo C-terminal bajo el promotor constitutivo de tubulina (células glhmt1-ha) y
ademas, bajo su promotor enddgeno (células glehmt1-ha). Para ello se amplific6 el gen
hmt1 utilizando cebadores especificos, se purifico el producto de PCR de 897 pb y se
clono el gen que codifica para la proteina a sobre-expresar en el vector de expresion
pTubApa-H7-HApac, de modo de obtener una fusion transcripcional/transduccional
con el residuo HA.

Posteriormente, se transfectaron trofozoitos de la cepa WB/1267 con los
plasmidos secuenciados glHMT1-HA y gleHMT1-HA obteniendo poblaciones celulares
policlonales que expresan de manera estable a la proteina de interés. Los ensayos de
western blot utilizando un anticuerpo monoclonal (Acm) anti-HA para identificar la
proteina GIHMT1 revelaron una banda proteica correspondiente a ~34 KkDa,

confirmando la fusién entre glHMT1 y gleHMT1 con HA (Anexo IV.A-B).

IL. ii. 1.1.1.1 GIHMT1 es una proteina nuclear y citoplasmatica durante el

crecimiento de G. lamblia

A fines de determinar la localizacion subcelular de glHMT1-HA, se realizaron
estudios de localizacion de GIHMT1 en trofozoitos transgénicos glhmtl-ha. La
sobreexpresion de glHMT1-HA mostré en la mayoria de las células una localizacién
tanto nuclear como perinuclear y citoplasmatica, por ensayos de inmunofluorescencia
(IFA) y microscopia confocal (Figura 2.6). Bajo su promotor endégeno, gleHMT1-HA
mostré un patrén similar, aunque la marca fue mas discreta, mostrando
principalmente localizacién perinuclear en dominios. La localizaciéon nuclear de
GIHMT1, que se superpone con el ADN tefiido con DAPI y la tincién de ambos nucleos,
sugiere que la cromatina podria ser modificada por esta enzima y a su vez es

consistente con la presencia de NLS en su secuencia (Figura 2.3A).
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glhmt1-ha glehmt1-ha

anti-HA/DIC
anti-HA/DIC

Merge/DAPI

Merge/DAPI

Figura 2.6: Localizacién de la proteina GIHMT1 durante el crecimiento de G. lamblia. Ensayos de [FA
utilizando microscopia confocal. GGHMT1-HA y GleHMT1-HA fueron marcados con Acm anti-HA conjugado
con Alexa-488 (verde) en trofozoitos transgénicos glhmti-ha y glehmt1-ha. Los nucleos fueron teflidos
con DAPI (azul). Los insertos muestran microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC).

II. ii. 1.1.1.2 La sobre-expresion de GIHMT1 no afecta el crecimiento
celular

Para analizar si la sobre-expresiéon de GIHMT1 modifica el crecimiento celular
de G. lamblia, se realizaron curvas de crecimiento en comparacion a la cepa salvaje wt
(del inglés, wild type). Al evaluarse el nimero de trofozoitos a distintos tiempos
durante 72 horas, tanto para glhmtl-ha como para glehmtl-ha, no se observaron
diferencias significativas en la tasa de crecimiento con respecto al control (Figura 2.7).
Se puede considerar entonces que la sobre-expresion de esta proteina no tendria un

impacto durante el crecimiento de G. lamblia.
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Figura 2.7: Crecimiento de trofozoitos transgénicos glhmtl-ha y glehmti-ha. Una cantidad
aproximada a 5 x 105 trofozoitos de las cepas wt, glhmt1-ha y glehmt1-ha fueron inoculados con medio
de crecimiento y el nimero de células viables fue determinado cada 12 horas utilizando azul de tripan.

IL. ii. 1.1.1.3 Participaciéon de GIHMT1 durante el enquistamiento de

G. lamblia

Como se describi6 previamente, el enquistamiento en G. lamblia es un proceso
que implica complejos cambios moleculares y morfolégicos de los trofozoitos en
respuesta a la deprivacion de colesterol en la dltima regiones del intestino delgado
(Lujan et al., 1996a). Este evento gatilla la sintesis de CWPs que, una vez transportadas
hacia la membrana plasmatica en ESVs, se liberan formando la pared del quiste (Gillin
etal., 1996).

Resultados previos sugieren que algunas modificaciones post-traduccionales,
como la acetilacion y metilacion, estarian involucradas en el proceso de
enquistamiento y en la formacion del quiste (Carranza et al,, 2016; Sonda et al., 2010).

Por otra parte, durante el enquistamiento de G. lamblia, se han encontrado
patrones periddicos en la expresion génica de histona deacetilasa, histona
metiltransferasa e histona acetiltransferasa (Einarsson et al., 2016).

A continuacion se detallan diferentes analisis llevados a cabo para evaluar si

GIHMT1 tiene alguna implicancia sobre el proceso de enquistamiento. En primera
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instancia, se estudié la expresion de hmtl en células wt y luego, en trofozoitos
transgénicos glhmt1-ha, la produccion de quistes, la expresion de los genes especificos

del enquistamiento y la localizacién de la enzima a lo largo de este proceso.

IL. ii. 1.1.1.3.1 La expresion de hmt1 aumenta al inicio del enquistamiento

Para evaluar si GIHMT1 tiene algin impacto sobre el proceso de
enquistamiento, se realiz6 un analisis de la expresion temporal del gen hmt1 mediante
PCR en tiempo real en trofozoitos wt a diferentes tiempos de enquistamiento. En la
Figura 2.8 se puede observar un incremento significativo en la expresion del ARNm de
hmt1 alas 6 horas post-induccién (h.p.i.) del proceso de enquistamiento, sin embargo
los valores de expresion decayeron después de las 24 horas. Este hallazgo sugiere un

posible rol de GIHMT1 al comienzo del proceso de enquistamiento.

Expresion relativa ARNm

Oh 6h 12h 24h 36h 48h

Figura 2.8: Expresion relativa de hmt1 durante el enquistamiento en células wt. Analisis de la
expresion génica de hmtl mediante ensayos de PCR en tiempo real en trofozoitos wt alas 0, 6, 12, 24, 36
y 48 h de enquistamiento, utilizando cebadores especificos para hmt1. Los niveles de transcriptos fueron
normalizados a los niveles de ARN del gen 18S (ARNr). El cambio en la abundancia de la expresion del
ARNm fue relativizado a los niveles del transcripto en células wt (AACt). Referencia: * p<0.05, con
respecto al valor de normalizacién (wt).
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IL ii. 1.1.1.3.2 GIHMT1 interviene en el proceso de enquistamiento

Para evaluar si la sobre-expresion de GIHMT1 alteraba el proceso de
enquistamiento, se analiz6 la produccion de quistes en células glhmt1-ha y wt durante
un periodo de 48 horas. Luego de 36 h.p.i, el numero el numero de quistes fue
significativamente mayor en células transfectadas glhmt1-ha con respecto a células wt
y esta diferencia fue ain mayor a las 48 h.p.i. (Figura 2.9).

A suvez, se observo por microscopia de inmunofluorescencia que lalocalizaciéon
de la enzima durante todo el proceso de enquistamiento fue similar a la encontrada
durante la fase de crecimiento, en donde ademas no se observé colocalizacién de la
enzima con las vesiculas especificas del enquistamiento (ESVs) (Manders 0.53 + 0.8)

(Figura 2.10).

B wt
0 glhmt1-ha

Ne de quistes (x 10*/mL)

24h 36h 48h

Figura 2.9: Enquistamiento de células transgénicas glhmt1-ha. Una cantidad aproximada de 2,5 x 10>
trofozoitos de las cepas glhmt1-ha y wt fueron inoculados con medio de enquistamiento durante 48 horas.
La produccién de quistes fue analizada a las 24, 36 y 48 horas de enquistamiento. Referencia: * p<0.05,
con respecto al control para ese tiempo.
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anti-CWP1 anti-HA Merge Merge/DAPI

Figura 2.10: Localizacion de GIHMT1 durante el proceso de enquistamiento. Se realizaron ensayos
de IFA utilizando microscopia confocal de células glhmt1-ha a las 36 h de enquistamiento. GIHMT1-HA
fue marcado con Acm anti-HA conjugado con Texas Red-586 (rojo); CWP1 fue marcado con Acm anti-
CWP1 conjugado con FITC (verde). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).

IL. ii. 1.1.1.3.3 GIHMT1 es un potenciador del proceso de enquistamiento

Para entender la participacion de GIHMT1 a lo largo del proceso de
enquistamiento, se realizaron ensayos de IFA utilizando un anticuerpo contra una de
las proteinas que participa en la formacion de la pared del quiste (CWP1) como
indicador de la progresion de este proceso. Debido a que el proceso de enquistamiento
no es un evento sincronizado, se observaron tanto trofozoitos (T) que aun no han
ingresado en este proceso como células que se encuentran en distintos estadios de
enquistamiento (E). Dichos estadios pueden ser células en enquistamiento temprano
(E1), células en enquistamiento tardio (E2) y quistes (Q). E1 corresponde a parasitos
enquistando con un pequefio nimero y tamafio de ESVs conteniendo CWPs, E2
corresponde a pardasitos enquistando con alta cantidad de ESVs de mayor tamafio, y Q
corresponde a quistes formandose o quistes maduros con CWP1 marcando la
superficie celular. En el panel superior derecho de la Figura 2.11 se muestra, a modo
de ejemplo, una célulaen E1, E2 y Q.

Se encontro que en trofozoitos transgénicos glhmt1-ha habia mayor cantidad de
células en el estadio E1 a las 24 h.p.i. que en células wt (Figura 2.11A). Este hallazgo
fue ain mas evidente a las 36 h.p.i,, en donde la mayoria de las células transfectadas
glhmtl-ha se encontraban en E1 y E2, mientras que la mayoria de las células wt se
encontraban en el estadio T (Figura 2.11B). Finalmente, luego de 48 h.p.i., una mayor
cantidad de quistes fue producida por células glhmt1-ha comparado con células wt,

resultado similar a aquel observado en la Figura 2.9 (Figura 2.11C).
48



Capitulo 1I. Histonas Metiltransferasas en G. lamblia

A
1004 *
: ' BT
I E1
" 1 E2 glhmt1-ha
= Il Q
24h g
L
wt glhmt1-ha
B
1009 L] ’
* BT
r 1
B E1
" T E2 wt glhmti-ha
<
= M Q
36h g
X
wt glhmt1-ha
c *
100+ T 1
. % . BT
80+ , X . I E1
. 7 E2 wt glhmt1-ha
£ 607 M Q
48h 3
=]
£ 404
20+
0-
wt glhmt1-ha

Figura 2.11: GIHMT1 como potenciador del proceso de enquistamiento. Porcentajes (promedio *
SEM) de células wt y células transgénicas glhmt1-ha en diferentes estadios de enquistamiento: trofozoitos
(T), enquistamiento temprano (E1), enquistamiento tardio (E2) y quistes (Q) analizados a diferentes
tiempos de enquistamiento: A) 24 h; B) 36 h y C) 48 h. En cada uno de los tiempos, las células fueron
tratadas con Acm anti-CWP1 conjugado con FITC (verde) y analizadas por microscopia de epifluorescencia
como se muestra en los paneles derechos. Referencia: * p< 0.05, con respecto al control para ese tiempo.
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Por otra parte, se analiz6 si el incremento en la produccion de quistes en glhmt1-
ha estaba relacionado con un aumento en la abundancia de los transcriptos de ARNm
de las CWPs, las cuales son las principales proteinas que forman la pared del quiste, y
el factor de transcripcion Myb1-like protein, que ha sido indicado como regulador clave
del proceso de enquistamiento. Se realizaron ensayos de PCR en tiempo real en células
glhmt1-hay en células wt. Los cambios en la abundancia del ARNm se expresaron como
la relacién entre los niveles de transcripto en células glhmt1-ha y wt. Se observé que la
cinética de expresion del ARNm de cwpl mostr6é un pico muy temprano durante el
enquistamiento, similar al gen myb-1 like protein que codifica para al factor de
transcripciéon Myb1-like protein (Figura 2.12). Por otro lado, cwp2 y cwp3 mostraron
un incremento en su expresion luego de las 6 h.p.i. y 12 h.p.i. respectivamente. A las 24
h.p.i.,, la expresion del transcripto de todas las proteinas decae, lo cual es necesario para
completar el proceso de enquistamiento del parasito. Por lo tanto, se puede concluir
que GIHMT1 tiene un rol critico durante el proceso de enquistamiento en la regulacién

de la expresiéon de CWPs y en la produccion de quistes.
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Figura 2.12: Expresion relativa de los genes especificos del enquistamiento en células glhmt1-ha.
Analisis de la expresion génica de cwp1-3 y myb1-like protein mediante ensayos de PCR en tiempo real en
trofozoitos glhmt1-hay wtalas 0, 6,12, 24,36 y 48 h de enquistamiento. Los niveles de transcriptos fueron
normalizados a los niveles de ARN del gen 18S (ARNr). El cambio en la abundancia de la expresién del
ARNm de cada gen en células glhmt1-ha fue relativizado a los niveles del transcripto en células wt (linea
punteada). Referencia: * p<0.05.

IL ii. 1.1.2 El silenciamiento de GIHMT1 produce una regulacion

negativa del proceso de enquistamiento

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos referidos a la funcién de
GIHMT1 durante el proceso de enquistamiento, se realizé el silenciamiento de la
enzima generando una cepa que expresa el anti-sentido de la secuencia del gen (células
glhmt1-as). La disminucién de la expresion de hmt1 se corrobor6 por PCR en tiempo
real en trofozoitos glhmt1-as (Anexo V.A).

Al inducir el proceso de enquistamiento y evaluar la produccion de quistes luego
de 48 h.p.i, se observo que el nuimero de quistes fue significativamente menor en

células glhmt1-as conrespecto a células wt. (Figura 2.13A). Ademas, utilizando el Acm
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anti-CWP1 por ensayos de IFA, se contabiliz6 el nimero de ESVs durante los primeros
estadios del proceso de enquistamiento, y se encontraron un menor nimero de

ESVs/célula en trofozoitos glhmt1-as comparado con trofozoitos wt (Figura 2.13B).
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Figura 2.13: Efecto del silenciamiento de GIHMT1 durante el proceso de enquistamiento. A)
Produccion de quistes cuantificada a las 48 h de enquistamiento en células glhmt1-as y wt. B) El nimero
de ESVs/célula fue cuantificado a las 12 h de enquistamiento en células glhmt1-as y wt. Referencia: *,
p<0.05.

Finalmente, se evaluaron las diferencias en la abundancia del ARNm de los
genes que codifican para CWP1-3 y Myb1-like protein en células glhmtl-as, y se
encontro una disminucion en los niveles de todos los ARNm evaluados, a diferentes
tiempos de enquistamiento comparado con células wt (Figura 2.14). Por lo tanto,
cuando la expresion de GIHMT1 es reducida, ocurre una regulacion negativa del
proceso de enquistamiento, apoyando la idea de que GIHMT1 esta involucrada en la
regulacion positiva de los genes especificos del enquistamiento durante los primeros

estadios del proceso.
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Figura 2.14: Efecto del silenciamiento de GIHMT1 durante el proceso de enquistamiento. Analisis
de la expresion génica de cwpl-3 y mybl-like protein mediante ensayos de PCR en tiempo real en
trofozoitos wty glhmt1-asalas 0, 6,12, 24,36 y 48 h de enquistamiento. Los niveles de transcriptos fueron
normalizados a los niveles de ARN del gen 18S (ARNr). El cambio en la abundancia de la expresién del
ARNm de cada gen en células glhmt1-as fue relativizado a los niveles del transcripto en células wt (linea
punteada).
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IL. ii. 1.2 G. lamblia HMT?2

IL. ii. 1.2.1 Sobre-expresion de la proteina HMT2 en G. lamblia

Con el objetivo de estudiar la participacion de la proteina HMT2 en G. lamblia,
se generd un constructo que expresa HA-HMT2. Para ello se amplificé el gen hmt2
utilizando cebadores especificos, se purificé el producto de PCR de 2034 pb y se clon6
el gen que codifica para la proteina a sobre-expresar en el vector de expresién pTub-
HA, el cual contiene un promotor de a2-tubulina, la regién 5’ del gen [3-giardina del
parasito y se caracteriza ademas por expresar las proteinas con una etiqueta HA en el
extremo amino terminal.

Trofozoitos de la cepa WB/1267 fueron transfectados establemente con el
vector de expresion glHA-HMT2, generando una poblacién policlonal de células
glhmt2-ha. Los ensayos de western blot utilizando un Acm anti-HA para identificar la
proteina GIHMT?2 revelaron una banda proteica correspondiente a ~76 kDa (Anexo

IV.C).

IL.ii. 1.2.1.1 GIHMT2 es una proteina perinuclear y citoplasmatica durante
el crecimiento de G. lamblia

Con el fin de determinar la localizacion subcelular de glHA-HMT2, se realizaron
estudios de localizacion de GIHMT2 en trofozoitos transgénicos glhmt2-ha. La
sobreexpresion de glHA-HMT2 mostré una localizacion tanto perinuclear y

citoplasmatica por ensayos de IFA utilizando microscopia confocal (Figura 2.15).
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Figura 2.15: Localizaciéon de la proteina GIHMT2 durante el crecimiento de G. lamblia. Ensayos de
IFA utilizando microscopia confocal. GIHA-HMT?2 fue marcado con Acm anti-HA conjugado con Alexa-
488 (verde) en trofozoitos transgénicos glhmt2-ha. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).

anti-HA
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IL. ii. 1.2.1.2 Participaciéon de GIHMT2 durante el enquistamiento de G.
lamblia

Para estudiar la expresion temporal de hmt2 en trofozoitos wt a diferentes
tiempos de enquistamiento, se realizaron ensayos de PCR en tiempo real. En la Figura
2.16 se puede observar un incremento significativo en la expresion del ARNm de hmt2
a las 12 h.p.i. Este aumento se hace mas evidente a las 36 h.p.i, sin embargo su
expresion disminuye hacia las 48 h.p.i.

Para evaluar si la sobre-expresion de GIHMT2 alteraba el proceso de
enquistamiento, se analiz6 la produccion de quistes en células glhmt2-ha a las 24 y 48
horas de enquistamiento. En ambos periodos, se observé un aumento significativo del
numero de quistes producidos en células glhmt2-ha con respecto a las células control.

(Figura 2.17).
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Figura 2.16. Expresion relativa de hmt2 durante el enquistamiento en células wt. Analisis de la
expresion génica de hmt2 mediante ensayos de PCR en tiempo real en trofozoitos wt alas 0,12, 36 y 48
h de enquistamiento, utilizando cebadores especificos para hmt2. Los niveles de transcriptos fueron
normalizados a los niveles de ARN del gen 18S (ARNT). El cambio en la abundancia de la expresion del
ARNm fue relativizado a los niveles del transcripto en células wt (AACt). Referencia: * p<0.05, con
respecto al valor de normalizacion (wt).
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Figura 2.17: Enquistamiento de células transgénicas glhmt2-ha. Una cantidad aproximada 2,5 x 105
trofozoitos glhmt2-ha y wt fueron inoculados con medio de enquistamiento durante 48 horas. La
produccion de quistes fue analizada a las 24 y 48 horas de enquistamiento. Referencia: * p<0.05, con
respecto al control para ese tiempo.
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Por ensayos de IFA se observo que al inicio del enquistamiento la localizaciéon
de la enzima GIHMT2 era idéntica a la observada durante la fase de crecimiento. Sin
embargo, durante el desarrollo del enquistamiento, se va perdiendo la localizaciéon

perinuclear tornandose exclusivamente citoplasmatica (Figura 2.18).

anti-HA anti-CWP1 Merge Merge/DAPI

Figura 2.18: Localizacion de GIHMT2 durante el proceso de enquistamiento de G. lamblia. Ensayos
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de IFA utilizando microscopia confocal en células glhmt2-ha a las 0, 12, 24 y 36 h de enquistamiento.
GIHA-HMT?2 fue marcado con Acm anti-HA conjugado con Alexa-546 (rojo); CWP1 fue marcado con Acm
anti-CWP1 conjugado con FITC (verde). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).
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I ii. 1.2.2 Silenciamiento de GIHMT2

Con el fin de determinar sila disminucién de la expresiéon de GIHMT?2 tiene algin
impacto durante el proceso de enquistamiento, se realizé el silenciamiento de la
expresion del gen hmt2 que codifica parala enzima GIHMTZ2, generando el anti-sentido
de la secuencia del gen (células glhmt2-as). La disminucidn de la expresién de hmt2 se
corrobord por PCR en tiempo real en trofozoitos glhmt2-as (Anexo V.B).

Al inducir el proceso de enquistamiento y evaluar la producciéon de quistes, no
se encontraron diferencias significativas luego de las 24 y 48 h.p.i en células

transfectadas glhmt2-as con respecto a células wt. (Figura 2.19).
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Figura 2.19: Efecto del silenciamiento de GIHMT2 durante el proceso de enquistamiento.
Trofozoitos wty glhmt2-as (aproximadamente 2,5 x 105) fueron inoculados en medio de enquistamiento.
La produccién de quistes fue analizada a las 24 y 48 h.

A partir de estos resultados se puede concluir que la enzima GIHMT?2 tiene
participacion en el proceso de enquistamiento, ya que la expresion de su ARNm se ve
aumentada a las 12 y 36 h.p.i. en trofozoitos wt. Por otro lado, la sobre-expresion de
GIHMT2 estaria indicando wuna influencia positiva durante el proceso de
enquistamiento, sin embargo, muy posiblemente no esté actuando como una enzima
modificadora de histonas, ya que en ningtin estadio se observa una localizacion nuclear

de GIHMT?2.
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IL. ii. 1.3 G. lamblia SET2

IL ii. 1.3.1 Sobre-expresion de la proteina SET2 en G. lamblia

Con el objetivo de estudiar la participacién de la proteina SET2 en G. lamblia, se
generd un constructo que expresa HA-SET2. Para ello se amplificé el gen set2 utilizando
cebadores especificos, se purificé el producto de PCR de 2079 pb y se cloné dicho gen
en el vector de expresion pTub-HA.

Se transfectaron trofozoitos de la cepa WB/1267 con el plasmido secuenciado
glHA-SET?2, generando una poblacién policlonal de células glset2-ha. Los ensayos de
western blot utilizando un Acm glHA-SET2anti-HA para identificar la proteina GISET2

revelaron una banda proteica correspondiente a ~76 kDa (Anexo IV.D).

IL ii. 1.3.1.1 GISET2 es una proteina nuclear durante el crecimiento de G.
lamblia

Con el fin de determinar la localizacién subcelular de glHA-SET2 durante el
crecimiento, se realizaron estudios de localizacion de GISET2 en trofozoitos
transgénicos glset2-ha. La sobreexpresién de glHA-SET2 mostré una localizacion
exclusivamente nuclear por ensayos de IFA utilizando microscopia confocal (Figura

2.20), la que se superpone con el ADN tefiido con DAPI.

anti-HA DAPI Merge/DAPI

Figura 2.20: Localizacion de la proteina GISET2 durante el crecimiento de G. lamblia. Ensayos de
[FA utilizando microscopia confocal. GIHA-SET2 fue marcado con Acm anti-HA conjugado con Alexa-488
(verde) en trofozoitos transgénicos glset2-ha. Los ntcleos fueron teflidos con DAPI (azul).
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IL. ii. 1.3.1.2 Participacion de GISET2 durante el enquistamiento de G.
lamblia

Durante un analisis de la expresion temporal de setZ mediante PCR en tiempo
real en trofozoitos wt a diferentes tiempos de enquistamiento, se pudo observar un
incremento significativo en la expresion del ARNm de setZ a las 12 horas de inducido

el proceso, y este aumento es mas evidente a las 36 y 48 h.p.i (Figura 2.21).

Expresion relativa ARNm

Oh 12h 36h 48h

Figura 2.21. Expresion relativa de set2 durante el enquistamiento en células wild-type. Anélisis de la
expresion génica de set2 mediante ensayos de PCR en tiempo real en trofozoitos wtalas 0, 12,36 y 48 h de
enquistamiento, utilizando cebadores especificos para set2. Los niveles de transcriptos fueron normalizados
a los niveles de ARN del gen 18S (ARNr). El cambio en la abundancia de la expresién del ARNm fue
relativizado a los niveles del transcripto en células wt (AACt). Referencia: * p<0.05, con respecto al valor de
normalizacion (wt).

Para evaluar si la sobre-expresion de GISET?2 altera el proceso de enquistamiento,
se analizd la produccidon de quistes en células glsetZ2-ha a las 24 y 48 horas de
enquistamiento. Luego de las 24 h, no se observaron diferencias significativas en el
recuento del nimero de quistes, sin embargo a las 48 h se observo una disminucion de
los mismos producidos en células transfectadas glsetZ-ha con respecto a las células

control (Figura 2.22).
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Figura 2.22: Enquistamiento de células transgénicas glset2-ha. Trofozoitos glset2-ha y wt
(Aproximadamente 2,5 x 105) fueron inoculados con medio de enquistamiento durante 48 horas. La
produccion de quistes fue analizada a las 24 y 48 horas de enquistamiento. Referencia: * p<0.05,
con respecto al control para ese tiempo.

A su vez, se observé por ensayos de IFA que la localizacion de la enzima GISET2
durante todo el proceso de enquistamiento fue casi exclusivamente nuclear, conforme

a la encontrada durante la fase de crecimiento (Figura 2.23).
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Figura 2.23: Localizacién de GISET2 durante el proceso de enquistamiento de G. lamblia.

Ensayos de IFA utilizando microscopia confocal de células glset2-ha a las 12, 24 y 36 h de
enquistamiento. GIHA-SET2 fue marcado con fue marcada con Acm anti-HA conjugado con Alexa-546
(rojo); CWP1 fue marcado con Acm anti-CWP1 conjugado con FITC (verde). Los nticleos fueron tefiidos
con DAPI (azul).

II. ii. 1.3.2 Silenciamiento de GISET2

Con el fin de investigar si la disminucidén de la expresion de GISET?2, tiene algin
impacto durante el proceso de enquistamiento, se realizd el silenciamiento de la
expresion del gen setZ2 que codifica para la enzima GISET2, generando el anti-sentido
de la secuencia del gen (células glsetZ-as). La disminucién de la expresion de set2 se
corrobord por PCR en tiempo real en trofozoitos glsetZ-as (Anexo V.C).

Al inducir el proceso de enquistamiento y evaluar la produccién de quistes se
encontraron diferencias significativas a las 48 h.p.i. El nimero de quistes producidos
en células transfectadas glsetZ-as fue significativamente menor con respecto a células

wt. (Figura 2.24).
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Figura 2.24: Efecto del silenciamiento de GISET2 durante el proceso de enquistamiento.
Trofozoitos wty glset2-as (aproximadamente 2,5 x 10°) fueron inoculados con medio de enquistamiento.
La produccion de quistes fue analizada a las 24 y 48 h. Referencia: * p<0.05, con respecto al control para
ese tiempo.

Por lo tanto, se puede concluir que GISET2 es una proteina de localizacion
exclusivamente nuclear. Observando el aumento en la expresién de su ARNm a las 12,
36 y 48 h de enquistamiento, se podria concluir que GISET2 estaria participando de
este proceso. Por otro lado, en base alo observado en cuanto a la producciéon de quistes,
un menor numero en células glset2-ha respecto al control, probablemente GISET2

estaria regulando de manera negativa el proceso de enquistamiento.
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IL. iii. Discusion

Para completar su ciclo de vida, G. lamblia debe diferenciarse desde una forma
movil a un estadio de quiste latente, un proceso que requiere un sistema complejo para
regular su expresion génica en respuesta a diferentes estimulos y cambios en su
entorno. Actualmente se sabe que muchos de estos cambios se logran gracias a
modificaciones post-traduccionales de histonas que tienen implicancia en la regulacion
génica.

Muiltiples estudios sobre los distintos mecanismos bioldgicos descriptos para G.
lamblia han sido llevados a cabo mediante la transfeccién de plasmidos, tanto para la
sobre-expresion de proteinas como para regular negativamente la expresion de
diferentes genes (Davis-Hayman and Nash, 2002). Estas dos metodologias permiten
inferir, aunque con ciertas limitaciones, el fen6meno en cuestién mediante el exceso o
supresion de uno de los componentes del sistema global.

En este capitulo, se describi6 a GIHMT1, GIHMT2 y GISET2 como enzimas
involucradas en el proceso de enquistamiento. La expresion de GIHMT1, GIHMT2 y
GISET2 esta regulada positivamente durante el enquistamiento, con un pico en su
expresion entre las 6, 36 y 48 h.p.i. respectivamente, regresando luego a niveles basales
en células wild-type, lo que afiade nuevas ideas al control epigenético del proceso de
enquistamiento.

La expresion génica en G. lamblia es dinamica, con un nimero considerable de
genes, como cwpl, cwpZ'y cwp3, los cuales son expresados exclusivamente durante el
proceso de enquistamiento, asi como otros genes son regulados positivamente durante
el mismo, como myb-1 like protein. En este trabajo, se observé que en células que sobre
expresan GIHMT1, el incremento del ARNm del factor transcripcional Myb1-like
protein fue previo a las 6 h.p.i.,, y posteriormente se observo un aumento en los niveles
del ARNm de cwps, lo que coincide con resultados previos en donde la participacion de
Myb-1 like protein regula positivamente la expresion de las CWPs durante el inicio del
proceso de enquistamiento (Huang et al., 2008; Sun et al., 2002). Ademas, existen otros
factores transcripcionales cuya expresidon incrementa significantemente durante el
enquistamiento, como ARID1, GARP-like protein y WRKY (Pan et al., 2009; Sun et al.,

2006; Wang et al., 2007).
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Recientemente, Einarsson et al. (2016) describieron la eventualidad de la
expresion génica durante el enquistamiento (Einarsson et al,, 2016). Con el fin de
obtener altos niveles de quistes maduros, estos autores utilizaron un nuevo protocolo
de enquistamiento en lugar del protocolo clasico de dos pasos. Posteriormente, y
mediante ensayos de ARN-seq, estudiaron el perfil completo de expresion génica
durante todo el proceso de enquistamiento. Encontraron que la mayoria de las enzimas
modificadoras de histonas (HAT, HDAC y HMT) eran reguladas positivamente durante
periodos de enquistamiento tardio (22-32 horas), y que los factores de transcripcion
WRKY y Mybl-like protein mostraban el mayor aumento a las 7 y 22 horas
respectivamente. Teniendo en cuenta las diferencias en los protocolos de
enquistamiento y el uso de diferentes aislados de G. lamblia (clon WB 1267 en el
presente trabajo de tesis y clon WB C6 en Einarsson et al. 2016), pareciera que la
progresion lineal del proceso es similar en ambas condiciones, con una regulaciéon
positiva temprana de Myb1-like protein, seguido de una regulacién positiva de las
enzimas modificadoras de la cromatina.

El panorama celular de la metilacién de lisinas proporciona efectos funcionales
contrastantes que van desde el silenciamiento hasta la activacion de genes diana
(revisado en Lanouette et al., 2014; Thinnes et al., 2014). Aqui, se encontré una clara
regulacion positiva del proceso de enquistamiento en las células de G. lamblia que
sobre expresan GIHMT1, a la vez que se observ6 un aumento en la expresion del ARNm
de hmtZ2 y set2 en células wt durante el proceso de enquistamiento. Sin embargo, seria
de gran interés completar los estudios relacionados a la expresion de los genes
especificos del enquistamiento en células gl-hmtZha, ya que el aumento en la expresion
del ARNm de hmtZ2 en células wt y el aumento en la produccidn de quistes en células gl-
hmtZha con respecto al control no son suficientes para asumir que GIHMT2 tenga una
funcion clave durante el enquistamiento. Por otro lado, el rol de GISET2 durante el
enquistamiento no es del todo claro. Se observd que tanto la sobre-expresion como el
silenciamiento de la proteina desencadenan el mismo fenotipo en relaciéon al nimero
de quistes. Esto puede deberse, probablemente, a que la disminucién en la expresion
de setZ en células glset2-as fue parcial (Anexo V.C). Por otro lado, los posibles sustratos
de estas enzimas no fueron estudiados experimentalmente. La presencia de mono, di y

trimetilaciéon de H3K4 y trimetilacion H3K9 ha sido demostrada en este parasito
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utilizando anticuerpos comerciales, lo que proporciona mas evidencia de las funciones
llevadas a cabo por estas enzimas (Carranza et al., 2016). Ademas, en otras células
eucariotas, es bien conocido que una misma HMT puede poseer multiples sustratos,
incluidas proteinas no histonas. Por lo tanto, si bien los andlisis bioinformaticos
brindan una idea de los posibles sitios de sustrato de GIHMT1, GIHMT2 y GISETZ2, no se
puede descartar la posibilidad de que estas enzimas actiian sobre varios posibles
sustratos. Experimentos adicionales utilizando células glhmt2-ha y glsetZ2-ha son
necesarios para terminar de clarificar la funcién de estas enzimas asi como ensayos de
actividad in vitro ayudarian a elucidar el/los sitio/s de accion de estas tres HMTs. Por
otro lado, como se observé que GIHMT2 no ingresa a los nucleos y, los resultados
obtenidos en la red de interacciéon proteina-proteina indican que GIHMT2 estaria
interactuando con GIHMT1, muy probablemente esta proteina esté cumpliendo una
funcién sobre ciertas proteinas citoplasmaticas. Con respecto a la localizacion de
GIHMT1, que fue principalmente perinuclear y nuclear y teniendo en cuenta su rol clave
en el proceso de enquistamiento podria considerarse como una enzima modificadora
de histonas. La localizacién citoplasmatica observada para GIHMT1 podria deberse a
que la proteina se encuentre en vias de sintesis, o en direccién a su destino, o que quizas
se esté saturando el mecanismo por el cual la enzima ingresa a los nucleos
considerando que bajo su promotor endégeno la localizacién citoplasmatica es
considerablemente menor que en células glhmt1-ha.

En células eucariotas, se ha encontrado que la mayoria de las modificaciones en
proteinas histonas son reversibles, y las enzimas encargadas de eliminar dichas
modificaciones han sido descritas. La metilacion de lisinas en histonas puede ser
revertida por dos familias de enzimas demetilasas, las amino oxidasas como la LSD1
(elimina mono y dimetilacion de lisinas) y las hidroxilasas de la familia JmjC (elimina
mono, di y trimetilacién de lisinas) (Thinnes et al, 2014). Una caracteristica
interesante de G. lamblia es que no codifica para histonas demetilasas en su genoma, lo
que sugiere que ésta modificacion podria ser irreversible en el parasito. Sin embargo,
antes de descartar esta posibilidad, se debe realizar un complejo estudio
bioinformatico para identificar enzimas hipotéticas, teniendo en cuenta las bajas
similitudes entre las secuencias de aminoacidos de G. lamblia y la de otros grupos

eucariotas. Ademas, la ausencia de arginina metiltransferasas (PRMT) en el genoma de
66



Capitulo 1I. Histonas Metiltransferasas en G. lamblia

G. lamblia es un dato intrigante. Los estudios de espectrometria de masa de histonas
durante el crecimiento y el enquistamiento ayudaran a desentrafiar las modificaciones
de histonas. Ademas, estos estudios dardan una idea de las particularidades en cada
etapa del ciclo de vida del parasito.

Hasta el momento, el uUnico estimulo conocido que desencadena el
enquistamiento es la carencia de colesterol, una caracteristica tipica de las partes
inferiores del intestino (Lujan et al., 1996a).Se ha sugerido que los trofozoitos perciben
esta diferencia en la concentracion de colesterol, lo cual desencadena el proceso de
enquistamiento. Sin embargo, la relacién entre la falta de colesterol y la activacion
transcripcional de genes aliin no esta establecida. Del andlisis de la red de interaccién
proteina-proteina predicha de GIHMT1, se encontré una posible interaccién de
GIHMT1 con HDAC (deacetilasa independiente de NAD+). Se observé que los
inhibidores clasicos de HDAC (FR235222, TSA y NaB) disminuyen la produccién de
quistes al inhibir la expresién de moléculas especificas del enquistamiento (Carranza
et al, 2016; Sonda et al.,, 2010). En las células de mamiferos, se ha descrito una
interaccidn entre acetilacion, deacetilacion y la actividad de una HMT (Vaquero et al.,
2007). Se descubrié que la actividad enzimatica de SUV39H1 (lisina metiltransferasa)
esta regulada negativamente por la acetilacion de su residuo Lys266, y que la
deacetilacién mediada por SIRT-1 revierte esta inhibicion. Ademas, el residuo Lys266
estd ubicado en un bucle expuesto que participa en mediar la interacciéon entre el
dominio SET y el dominio post-SET rico en cisteina (Vaquero et al., 2007). Los autores
proponen que la acetilacion de la Lys266 podria alterar esta interaccidon entre dominios
y afectar la actividad especifica de la enzima, explicando el efecto estimulante de la
deacetilacion de Lys266 por la actividad de SUV39H1. Se exploré si GIHMT1 poseia
supuestos sitios de acetilacion en su dominio SET, descubriendo que Lys220 es un
posible sitio de acetilacion. Esta lisina se encuentra en un bucle expuesto cercano al
dominio post-SET (Figura 2.4A).

Ademas, Carranza et al. (2016) describieron las HDAC dependientes de NAD+,
pertenecientes a la familia de sirtuinas, y ademas demostraron que estas enzimas
participarian en las primeras etapas del enquistamiento funcionando probablemente
como sensores metabdlicos. Estos autores han postulado también que durante el

proceso infeccioso en el intestino, la alta densidad parasitaria podria limitar la
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disponibilidad de nutrientes, alterar el pH local e incrementar los niveles de NAD+, lo
que podria activar a las sirtuinas (Carranza et al.,, 2016). La activacion de sirtuinas
llevaria a la deacetilacion de residuos particulares, como H4K8ac y H4K16ac, en los
cuales se observaron menores niveles de acetilacion durante las primeras etapas del
enquistamiento. Por lo tanto, podria ser posible explicar la acciéon de los inhibidores
de HDAC por una doble funcién: la deacetilaciéon de sitios particulares de histonas y
como regulador de la actividad de GIHMT1. En la actualidad se estan llevando a cabo
estudios sobre la mutacion de la Lys220 para probar esta posibilidad.

La diferenciacion de trofozoito a quiste es clave para la sobrevida del parasito en
el medio ambiente y para la transmisién de la enfermedad. Teniendo en cuenta esto, el
hallazgo de que al menos GIHMT1 es un regulador clave durante la fase temprana del
enquistamiento ilumina claramente la idea de que el uso de inhibidores de HMTs podria
bloquear efectivamente la producciéon de quistes y asi reducir la transmision de la
enfermedad.

En la Figura 2.25 se resume la participacion de las enzimas modificadoras de
histonas involucradas en el proceso de enquistamiento estudiadas hasta el momento
en G. lamblia (como se mostré en el Capitulo I, Figura 1.8), y ademads se incorporaron

las tres enzimas estudiadas en este Capitulo.
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Oh

Figura 2.25: Participacion de enzimas modificadoras de histonas durante el enquistamiento de
G. lamblia. Representacion esquematica del proceso de enquistamiento en donde se indican las enzimas
modificadoras de histonas estudiadas hasta el momento y en el presente Capitulo. Los ntcleos se
representan en color azul y las ESVs conteniendo las CWPs en color verde. La flecha indica el progreso
del proceso de enquistamiento a través del tiempo (0-48 h). “+” indica una regulacién positiva del

“ «

proceso; “-“ indica una regulacién negativa.

69



MODIFICACIONES

POST-TRADUCCIONALES DE
HISTONAS EN G. LAMBLIA

70
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Capitulo III:
MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE HISTONAS
EN G. LAMBLIA

IIL. i. Introduccion

Cada vez existen mas evidencias que sugiere que las modificaciones post-
traduccionales de histonas desempefian un papel crucial en diversos procesos
biolégicos, como la diferenciacién celular y el desarrollo de organismos, y que las
modificaciones de las histonas contribuyen a ciertas enfermedades como el cancer
(Berdasco and Esteller, 2010; Fullgrabe et al.,, 2011). Se han descripto al menos once
tipos de modificaciones post-traduccionales en mas de 60 residuos de aminoacidos
diferentes en histonas, que incluyen metilaciéon, acetilacién, propionilacion,
butirilacién, formilacién, fosforilacién, ubiquitilacién, sumoilacién, citrulinacion,
isomerizacién de prolina y ribosilacion de ADP (Martin and Zhang, 2007; Ruthenburg
etal., 2007).

Se cree que las modificaciones post-traduccionales de histonas contribuyen a la
regulacion de la cromatina a través de dos mecanismos principales (Kouzarides, 2007;
Ruthenburg et al., 2007). Primero, que las modificaciones post-traduccionales de
histonas pueden modular directamente el empaquetamiento de la cromatina alterando
la carga neta de las moléculas de histona o alterando las interacciones inter-
nucleosdmicas, regulando asi la estructura de la cromatina y el acceso de proteinas de
union al ADN, como los factores de transcripcion. En segundo lugar, las modificaciones
post-traduccionales de histonas regulan la estructura y funcion de la cromatina
mediante el reclutamiento de proteinas especificas de unién a estas modificaciones, las
cuales reconocen las histonas modificadas a través de pliegues estructurales
especializados, tales como los bromo y cromo dominios y dedos PHD (del inglés, Plant
Homeodomain) (Wysocka et al., 2005; Wysocka et al.,, 2006; Zeng and Zhou, 2002).
Alternativamente, las modificaciones post-traduccionales de histonas también pueden
funcionar inhibiendo la interaccion de la cromatina con ligandos especificos

(Margueron et al,, 2005).
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Si bien la mayoria de las modificaciones post-traduccionales de histonas
conocidas se encuentran dentro del dominio amino terminal de las histonas, también
se han encontrado modificaciones post-traduccionales de importancia crucial para las
interacciones histona-ADN e histona-histona en el dominio globular de las histonas
(Cosgrove etal., 2004; Garcia et al., 2007c; Mersfelder and Parthun, 2006). Nuevos sitios
de modificaciones post-traduccionales, que se encuentran fuera de las colas amino
terminales, se siguen descubriendo generalmente con ayuda de anticuerpos especificos
o mediante métodos de espectrometria de masas (Chu et al.,, 2006; Garcia et al., 2007b;
Johnson et al., 2004; Wisniewski et al., 2007). La identificaciéon de la modificacién O-
GIcNAc (Sakabe et al., 2010) sugiere que ain pueden descubrirse modificaciones post-
traduccionales de histonas adicionales.

Con el fin de comprender la implicancia de las modificaciones post-
traduccionales de histonas y su relacién con el proceso de diferenciaciéon del parasito,
se analiz6 la contraparte de las enzimas modificadoras de histonas, que son los residuos
presentes en las histonas de G. lamblia y las modificaciones post-traduccionales
presentes en ellas.

En G. lamblia, hasta el momento se han identificado dos copias de cada uno de
los genes que codifican para las histonas H2A y H2B, cuatro copias para H3 y tres copias
del gen de H4. Algunas especies de parasitos presentan un conector especializado, la
Histona 1 (Figueiredo et al., 2009), sin embargo en G. lamblia no se ha encontrado el

gen codificante para H1 (Yee et al,, 2007).
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IIL. ii. Resultados

IIL. ii. 1 Purificacion de histonas

Para purificar las histonas de G. lamblia, se ensayaron varios protocolos que ya
habian sido utilizados para este parasito (Carranza et al., 2016; Sonda et al., 2010;
Triana et al,, 2001), sin embargo, el mejor rendimiento se obtuvo utilizando un kit
comercial para la purificacion de histonas (Histone Extraction Kit, Abcam).

Se cultivaron trofozoitos de G. lamblia de la cepa salvaje y se llevo a cabo un
ensayo de ultrapurificacion, con el cual se logré una 6ptima purificacién. La muestra se
analiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida y luego por tinciéon con Azul de
Coomasie. En la Figura 3.1 pueden observarse las bandas que se lograron obtener de
las histonas purificadas de G. lamblia, con pesos moleculares de entre 10-20 kDa, en
concordancia con las masas moleculares predichas para las histonas de G. lamblia (~14

kDa para H2A, ~15 kDa para H2B, de ~16 kDa para H3 y ~11 kDa para H4).

Purificado de
kDa : Histonas

26.6

16.9

14.4

6.5

Figura 3.1. Purificacién de histonas de G. lamblia de trofozoitos wild-type en crecimiento. La
muestra resultante fue analizada por SDS-PAGE (16%). El gel fue teflido con solucién de Coomasie R-250
0.2%. Alaizquierda se muestra el marcador de peso molecular (kDa) y ala derecha la muestra de histonas
purificadas de G. lamblia.
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IIL ii. 2 Modificaciones post-traduccionales de histonas en G. lamblia

Para realizar los ensayos de espectrometria de masa, las muestras de histonas
purificadas de trofozoitos de G. lamblia (en fase exponencial) fueron liofilizadas y
enviadas al laboratorio del Dr. Pawel Ciborowski en la Universidad de Nebraska, EE.UU.
Allf se realizd el procesamiento y analisis de las mismas utilizando un espectrémetro
de masa (LTQ-OrbitrapXL, ThermoScientific). A partir de estos ensayos, ademas de
confirmar por espectrometria de masas la correspondencia de las bandas visualizadas
previamente con las histonas de G. lamblia (H2A, H2B, H3 y H4), se pudo obtener el
“mapa” de las modificaciones post-traduccionales de las histonas de G. lamblia.

Las proteinas histonas se caracterizan por presentar una alta proporcién de
residuos de lisina y arginina (Garcia et al., 2007a; Zee et al., 2010). El resultado de las
digestiones de histonas con tripsina tiende a producir péptidos que son relativamente
pequefios e hidréfilos, los cuales son dificiles de detectar posteriormente por
espectrometria de masa, debido a la mala retencién de la columna RP-HPLC (del inglés,
Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography). Este problema se abordé
utilizando una derivacién quimica, la propionilacion, que al modificar residuos de lisina
evita que los mismos sean lisados por la tripsina (Garcia et al., 2007a). De esta manera,
los péptidos que se obtienen son de una longitud adecuada para su posterior analisis
por espectrometria de masa. Por este motivo, la propionilacién aparecerd como una
modificacion derivada y no como una modificacion real presente en algunos residuos
de las histonas de G. lamblia.

A continuacion se muestran las modificaciones obtenidas sdlo en los extremos
amino terminales. En general, se encontraron algunas modificaciones conservadas y
otras particulares de G. lamblia, como ya habia sucedido al estudiar otros parasitos. Se
identificaron: fosforilacion de serinas, treoninas y tirosinas; metilacion de lisinas y
argininas; ubiquitinacion de lisinas y acetilacion de lisinas. El hallazgo mas interesante
fue el hecho de observar argininas metiladas. Si bien era de sospechar que este residuo
no escaparia a la metilacion, en el genoma de G. lamblia no hay genes descriptos como
argininas-metil transferasas. Esto plantea la posibilidad de que las enzimas descriptas
en el Capitulo II (HMTs) puedan estar actuando tanto sobre residuos de lisinas como
argininas. De manera general, también se observé que un mismo aminoacido

presentaba distintas modificaciones post-traduccionales, como por ejemplo acetilacion
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o metilacion, dos modificaciones con posibles acciones contrapuestas. A su vez, un
mismo péptido presenta combinaciones diferentes, lo que plantea el interrogante si las
distintas combinaciones estan relacionadas a distintos estadios de crecimiento del

parasito o a los mecanismos de adaptacion.

III. ii. 2.1 Histona H2A

Alineamientos multiples de secuencias mostraron que la histona H2A de G.
lamblia (GL50803_27521) presenta bajo porcentaje de identidad en relacion a histonas
H2A de diversos organismos eucariotas (Anexo VIy VII).

Utilizando LTQ-Orbitrap, no se encontraron modificaciones en el extremo amino
terminal de H2A (Tabla 3.1). Sin embargo, solo se obtuvieron tres péptidos
correspondientes a la regién amino terminal, por lo que no se puede descartar la

posibilidad de que existan modificaciones post-traduccionales en esa regidon.

Tabla 3.1: Modificaciones post-traduccionales presentes en el extremo amino terminal de H2A
de G. lamblia.

MSTKPVK DNSK MK SR SAR A GISFPIGR IHRHLREGRY...
K.DNSK(+56.03)\MK(+56.03)GR.S
R.Al*56.03GISFPIGR.I
R.A GISFPIGR.I
Los colores corresponden a las siguientes modificaciones: propionilacion (56.03)

Cada renglén corresponde a cada uno de los péptidos obtenidos de H2A de G. lamblia.
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IIL. ii. 2.2 Histona H2B

La histona H2B de G. lamblia (GL50803_121045) también muestra un bajo
porcentaje de identidad con respecto a histonas H2b del resto de los organismos
eucariotas (Anexo VIy VII).

A diferencia de H2A, en H2B se obtuvieron varias modificaciones interesantes y
un mayor numero de péptidos (Tabla 3.2). En el dominio amino terminal se observo
acetilacion, ubiquitinacion, di y trimetilacion de lisinas; fosforilacion de treonina y lo
mas llamativo fue encontrar argininas metiladas. Ademas se observé que un mismo
residuo podia presentar diferentes marcas independientes. Por ejemplo, K2 present6
tanto acetilacion como ubiquitinacién, K12 present6 ubiquitinacién, acetilacién y
dimetilacion; en tanto que K18 y K22 presentaron hasta cuatro marcas diferentes
(acetilaciéon, ubiquitinacion, di y trimetilacién). A su vez, se observo que R23 puede

estar metilada o dimetilada.
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2 7 8 12 18 22 23
MS K \'/ ET K R L MK K T E A GD K GDAK R KHKRHET...
M. S(+56-03)K(+42.01) \/ ET K(+56.03)R, L
M. S(+56.03)K(+56.03) \/ ET K(+56.03)R, L
MS K Vv ET K. R
MS K(+42.01) \Vj ET K(+70.09)R(+14.02)|__M
MS K(+56.03) \Vj ET K(+28'°3)R. L
K. v(+56.03)ET K(+56403)R. L
R. L MK (+56-03)K(+56.03) T E A G.D
K. K T E A GD K GDAK+42.01) R, K
K. K T E A GD K(+42.01) GDAKR.K
K. K T E A GD K GDAK+42.05) R, K
K. K T E A GD K GDAK(+56-03) R, K
K. K(+56.03) T E A GD K(+56.03) GDAK(+56.03) R. K
K. K(+42.01) T E A GD K(+42.01) GDAK R(+14.02) K
K. Kwseo3s283)T  E A GD K GDAK+56:03) R, K
K. K5603) T E A GD K205 GDAK603) R, K
K. Ki28.03) T E A GD K GDAK+56:03) R, K
K. T E A GD K(+56.03) GDAK(+28.03) R(+28'03).K
K. T E A GD K(+28.03) GDAK(+56.03) R(+28'03).K
K. T(+56.03)E A GD K(+56.03) GDAK(+56.03) R. K
K. TES63E A GD K(+56:03) GDAK R. K
K. T E A GD K605 GDAK5603) R, K
T. E(+56.03) o GD K(+28.03) GDAK(+42.01) R. K
T. E A GD  K\2803) GDAKI*56.0%) R, K
T. E A GD K GDAK+70.09) R, K
T. E(+56.03)A GD K GDAK R. K
T. E A GD K GDAK R. K
E. A(+56.03)G D K(+56.03) GDAK(+56.03) R. K
E. Al+56.03)G D K(+42.05) GDAK R. K
G.D(+56'03)K(+56‘03) GDAK(+56‘03) R. K
G.D(+56.03)K(+56.03) GDAK R. K
G.D K(+56.03) GDAK(+56.03) R. K

Los colores corresponden a las siguientes modificaciones: acetilacion (42.01); monometilacién/propionilacién (70.09);

dimetilacion (28.03); trimetilacion (42.05);

)

; metilacion de R (14.02);

propionilacion (56.03). Cada renglon corresponde a cada uno de los péptidos obtenidos de H2B de G. lamblia.
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IIL. ii. 2.3 Histona H3

Al realizar el alineamiento de secuencias con diversos organismos eucariotas, se
observo que la histona H3 de G. lamblia (GL50803_135231) esta muy conservada entre
especies (Anexo VI y VII). Sin embargo, en algunos casos hay inserciones, por lo que
las posiciones de los aminoacidos cambian con respecto a otros organismos ya
descriptos. Por ello, en la descripcion, luego de nombrar el residuo y la posiciéon de la
modificacion en G. lamblia, se coloca entre paréntesis la posicidn de ese residuo en la
secuencia de humanos. En la Tabla 3.3 se muestran los distintos péptidos obtenidos
por espectrometria de masas y las modificaciones post-traduccionales que se
observaron en ellos.

Con respecto a la acetilacion de histonas, en la bibliografia se ha descripto
ampliamente que K4 es un sustrato de acetilacidn. Sin embargo, en el andlisis obtenido
no se observé acetilaciéon de ese residuo, aunque solo se obtuvo un péptido de esa
region, por lo que no se puede descartar esa posibilidad. K9 est4 acetilada en G. lamblia.
Esta modificacion habia sido previamente descripta en G. lamblia mediante la
utilizacién de un anticuerpo comercial (anti-H3K9ac, Abcam), en donde observaron una
marca nuclear débil (Carranza et al., 2016). Esta modificacién ademas se ha descripto
en Plasmodium falciparum (Bartfai et al., 2010) y en T. gondii (Gissot et al., 2007) como
marcas de activacion génica.

También se observo acetilacion en la lisina 15 (K14), al igual que en P. falciparum
(Cui et al., 2007). En células embrionarias de raton se observd que la acetilacion de
ambos residuos (H3K9 y H3K14) facilita la expresion génica en promotores activos,
mientras que la acetilacion solo de H3K14 esta relacionada selectivamente a genes que
no se expresan, planteando que la accion coordinada de HAT y HDAC estaria regulando
la expresion génica dependiendo del estimulo (Karmodiya et al., 2012). Como se puede
observar en la Tabla 3.3, en esa region los péptidos no muestran acetilacién simultanea
de K9 y K15 (K14), por lo que posiblemente en las condiciones ensayadas, G. lamblia no
haya co-acetilacion en estos dos sitios.

Finalmente, se observé acetilacion en la lisina 37 (K36) en H3. Esta modificacion
juega un rol importante en la activacién transcripcional (Morris et al, 2007);
Karmodiya, 2012). Como se puede observar en los resultados, este residuo parece ser

blanco de varias modificaciones post-traduccionales, entre ellas di y trimetilacion.
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Con respecto a la metilacion de lisinas, en G. lamblia se encontr6 dimetilacion de
K4, K9, K28 (K27) y K37 (K36) y ademas, trimetilacién de K37 (K36). Estas son algunas
de las marcas epigenéticas mas conservadas entre especies y mas estudiadas en la
actualidad, las cuales se discutiran al final de este capitulo.

Al igual que en H2B, se encontré6 monometilacion de H3RZ y a su vez
dimetilacion de H3R18, dos marcas altamente conservadas y estudiadas en organismos

superiores (Revisado en Blanc and Richard, 2017).
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Tabla 3.3: Modificaciones post-traduccionales presentes en el extremo amino terminal de H3 de G. lamblia.

4 9 15 28 37
MAR TK HTAR K T T SATK APR KTIARKAAR K TAS S T S G IK K TGRK...
MAR(+14‘02)TK(+28'°3)HTAR.K

R.K(+56'03) T T SATK(+7°'°9)APR(+28'O3).K
R.K(+56'03)(+56'°3) T T SATK(+56.03)APR_ K
R_K(+56.03)(+56.03) T T SATK(+42.01)APR_ K
R_K(+56.03)(+42.01) T T SATK(+56.03)APR_ K
RK(5603(+2803 T T SATK  APR. K
R.K(+56.03) T T SATK(+55.03 AR, K
R.K(+56.03) T T SATK'S603APR. K
R.K(+56.03) T T SATK*20UAPR. K
K. TUS60IT  SATK201APR. K
T.  TUS603SATK(+420UAPR, K

R.K(+56.03)(+56.03)TAS S T S G 1K(+28.03)K (+56.03) TGR.K

R.K(+56.03)(+56.03)TAS S T S G IK(+56-03)K(+56.03) TGR.K

R.K(+56.03)(+28.03)TAS S T S G IK(+42.05)K TGR.K
R.K(56.03) TAS S T S G 1K(+56-03)K, T

S.S(+56'03)T S G IK(+28'°3)K(+56'03)TGR.K

S. T(+55_03)S G IK(+28'°3)K(+56'03)TGR.K

S. T(+56'03)S G |K(+42.01)K(+56.03)TGR_K

T. s(+56‘03)G |K(+28.03) K(+56.03)TG R.K

T. §(+56.03)G IK(+42.05)K (+56.03) TGR.K

S. G+56.03)|K(+56.03)K(+56.03) TGR. K

Los colores corresponden a las siguientes modificaciones: acetilaciéon (42.01); monometilacién/propionilacién (70.09);
dimetilacion (28.03); trimetilacién (42.05); ; ; metilacion de R (14.02);
propionilacion (56.03). Cada renglén corresponde a cada uno de los péptidos obtenidos de H3 en G. lamblia.
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IIl. ii. 2.4 Histona H4

La histona H4 de G. lamblia (GL50803_135001), si bien muestra un alto
porcentaje de identidad con histonas H4 de otros organismos eucariotas, presenta
deleciones y sustituciones en algunos aminoacidos (Anexo VI y VII), es por eso que la
localizacion de las modificaciones es diferente entre G. lamblia y otros organismos,
aunque la regién proxima a la modificacion esta conservada. Al igual que en H3, se
colocara la inicial del aminoacido y el nimero de posiciéon en G. lamblia, y entre
paréntesis el mismo residuo pero con el nimero de posicién correspondiente en otras
células eucariotas.

Utilizando el LTQ-Orbitrap, se encontraron algunas modificaciones post-
traduccionales de histonas conservadas en la regién amino terminal. Las
modificaciones encontradas para H4 fueron fosforilaciéon, ubiquitinacién, dimetilacion,
monometilacion/propionilacién y acetilacion (Tabla 3.4).

Se observaron marcas de acetilaciéon en K11 (K12), K13 (K16) y K27 (K31) que
estdn asociadas a la activacidén transcripcional en organismos eucariotas (revisado en
Barnes et al,, 2019). Estas modificaciones fueron descritas en otros parasitos, como T.
gondiiy P. falciparum, pero en T. cruzi solo se encontré acetilacion de K10 (K12) y K14
(K16) (de Jesus et al., 2016; Duffy et al., 2014; Nardelli et al., 2013).

No observamos acetilacién en el residuo K5 a pesar de que esta modificacion fue
descripta en varios organismos, pero si encontramos metilacion, una marca que fue
previamente descrita en otras células, aunque su implicancia es desconocida (Van Aller
etal, 2012).

Las marcas represivas son conducidas por dimetilaciéon en K11 (K12) y K19
(R23). Es interesante notar que en otros organismos esta R23 esta metilada. En S.
cerevisiae se ha estudiado si la mutacion R23K es relevante para el silenciamiento
telomérico, y se observo que la mutaciéon no recuperé el fenotipo, sugiriendo que la
metilaciéon del residuo R23 tiene una funcién importante en el mantenimiento del
silenciamiento (Yeom et al., 2018). Por lo tanto, seria de interés analizar cudl es la
consecuencia de esta modificacién durante el crecimiento de G. lamblia.

Una diferencia importante con otros organismos (incluyendo P. falciparumy T.
gondii) es el reemplazo de R3 por lisina en la Histona 4 de G. lamblia. La metilacion de

esta arginina ha sido previamente identificada en T. gondii y P. falciparum utilizando
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espectrometria de masa y/o ensayos bioquimicos (Cui and Miao, 2010; Saksouk et al.,
2005; Trelle et al.,, 2009). Si bien en G. lamblia se encontré este péptido, no se encontro
ninguna modificacién en K3.

Por ultimo, Carranza et al (2016) observaron utilizando anticuerpos
comerciales contra H4K8ac y H4K16ac una marca nuclear en trofozoitos de G. lamblia
en crecimiento y una disminucién en la intensidad de fluorescencia a medida que
transcurria el enquistamiento. También observaron localizacién nuclear al utilizar los
anticuerpos anti-H4K5ac y H4K12ac. Sin embargo, a excepciéon H4K12ac (K11 en G.
lamblia) y H4K16ac (K13 en G. lamblia), H4K5ac y H4K8ac no pudieron ser detectadas
mediante espectrometria de masa, apoyando la idea de que no todas las modificaciones
post-traduccionales inferidas mediante la utilizacién de anticuerpos contra histonas
pueden verificarse utilizando analisis de espectrometria de masas de histonas, como se
ha demostrado en T. gondii (Nardelli et al, 2013). De aqui nace la necesidad de
considerar técnicas complementarias para determinar cuales son las modificaciones

que se producen en las histonas de los distintos organismos.

Tabla 3.4: Modificaciones post-traduccionales presentes en el extremo amino terminal de H4 de

G. lamblia.
5 7 11 13 19 27
MSGKG K GKGY GK SK RH S K EK DTL G G | TK PAIRR......
MSGKG K(+56-03)GKGY GK(+28.03)gK(+42.01) R.H
G.K GKGY GK(+42.01SK R.H
MSGKG K+70.09GKGY GK(+70.09)SK R.H
R.H(+56'03)S K(+56.03)EK(+56.03)DTL G. G
R.H S K EK(+28.03)DTL G. G
K. EK(+56-03DTL G G 1 TK(+56.03) PAIR.R
K. DTL G G | TK(+56.03) PAIR.R
K. DTL G G 1 TK(+56.03) PAIR.R
L.G(+36.03) G 1 TK(+56.03) PAIR.R
G. G(+56.03)] TK(+56.03) PAIR.R
G. G(+56.03)) TK PAIR.R
G. (+56.03)TK (+56.03) PAIR.R
l. TK PAIR.R
l. TK(+42.01) PAIR.R
Los  colores corresponden a las  siguientes  modificaciones: acetilacién  (42.01);

monometilacién/propionilacion (70.09); dimetilacion (28.03); ;
; propionilacion (56.03). Cada renglon corresponde a cada uno de los péptidos obtenidos en H4
en G. lamblia.
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III iii. Discusion

En este estudio, se describieron por primera vez las modificaciones post-
traduccionales de histonas de trofozoitos de G. lamblia en fase exponencial. Con este
analisis, se identificaron aproximadamente 23 residuos de los extremos amino-
terminales de las histonas de G. lamblia susceptibles a sufrir modificaciones post-
traduccionales. A su vez, se identificaron 44 marcas de histonas que hasta el momento
se desconocia que estaban presentes en las histonas de trofozoitos, con excepcion de
tres marcas que ya habian sido observadas por ensayos de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos comerciales (H3K4me2, H4K12ac y H4K16ac) (Carranza et al,,
2016). Este trabajo proporciona una plataforma para el estudio de nuevos mecanismos
de regulacion de histonas en G. lamblia.

La histona H2A carece de muchas de las modificaciones de la regién amino
terminal que han hecho que H3 y H4 sean tan populares en la epigenética. En otros
organismos se presentan variantes de H2A, las cuales aportan una gran diversidad a la
composicion de los nucleosomas. Las variantes de H2A difieren entre si principalmente
en su extremo C-terminal, que es responsable de la unién intra-nucleosémica y de la
unién al ADN. El extremo amino terminal también se altera entre las variantes, que
estan involucradas en una organizaciéon de la cromatina de orden superior. Las
variantes universales de H2A, H2AX y H2A.Z, se encuentran en casi todos los
organismos (Talbert and Henikoff, 2010), sin embargo no estan presentes en la base de
datos de G. lamblia.

Una modificacién notable de H2A es la monoubiquitinacién de K119 (H2Aub)
realizada por el Polycomb Repressor Complex 1 (PRC1) que es responsable del
silenciamiento epigenético, particularmente en los genes Hox durante el desarrollo
(Osley, 2006). También se ha informado para H2A, acetilacion en K5 y K9 (Beck et al,,
2006), fosforilaciéon en S1 (Zhang et al., 2004) y metilacion en R3 en células germinales
de raton (Ancelin et al., 2006). Muchas de estas modificaciones estan involucradas en
la respuesta temprana al dafio del ADN (Ikura et al.,, 2007).

Con respecto a H2B, ésta forma un tetramero compuesto por dos dimeros H2A-
H2B. Este tetrdmero y sus componentes se intercambian facilmente dentro y fuera del

nucleosoma en comparaciéon con H3 y H4, por lo que es menos probable que las
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modificaciones en H2A y H2B se mantengan en la cromatina (Kimura and Cook, 2001).
Esto puede ser parte de la razon por la cual las modificaciones en H2A/H2B han sido
menos estudiadas que H3 y H4, lo cual no le resta importancia al posible impacto que
las modificaciones post-traduccionales en H2B pueden tener en cuanto a la dinamica de
la cromatina.

Al igual que las otras histonas, H2B presenta varias modificaciones del extremo
amino terminal. Estas incluyen la acetilacién en K5, K12, K15 y K20 y la fosforilacién en
S14 en humanos (Allis et al.,, 2007; Cheung et al., 2003). El papel exacto de estas
modificaciones aiin no se comprende. Sin embargo, esta claro que ciertas acetilaciones
de H2A y H2B se agrupan con patrones de acetilaciones conocidos de H3 y H4, como se
observo en S. cerevisiae (Liu et al., 2005). Esto implica que las modificaciones de H2A y
H2B contribuyen a la transcripcién, pero puede que no proporcionen una Unica
informacion.

La ubiquitinacién tiene importantes consecuencias estéricas para el
nucleosoma. A diferencia de H2A, la monoubiquitinacién de H2B parece tener un efecto
positivo en la transcripcién. La monoubiquitinaciéon de H2B (H2Bub) ocurre en K120
en mamiferos (Zhu et al., 2005). H2Bub1 esta asociado con los ORF de genes transcritos
activamente y se correlaciona con el nivel de expresion génica, lo que sugiere un papel
importante en el alargamiento transcripcional (Minsky et al., 2008). La ubiquitinacion
de H2B es necesaria para que se deposite la di y trimetilacién de H3K4 (activadores
transcripcionales) (Shahbazian et al., 2005). Sin embargo, H2Bub también se asocia con
el bloqueo de la transcripcion de ciertos genes (Shema et al., 2008). Estos resultados
aparentemente contradictorios sugieren un papel complejo para H2Bub que aun no se
ha caracterizado por completo. Mas alla de su papel en la transcripcion, H2Bub también
parece ser critico para las respuestas al dafio del ADN y actiia como supresor tumoral
por lo que puede ser de gran importancia en cancer (Johnsen, 2012).

Modificaciones en H3K4 se asocian con activacién. Ya sea que este residuo esté
metilado o acetilado, este sitio activara la transcripcion de genes muy rapidamente
debido a que todas las marcas de acetilaciéon de todos los residuos de histonas son
activadoras de la transcripcion. Sin embargo, el verdadero interés en H3K4 radica en su
metilacion, ya que esta modificacion estd estrechamente asociada con promotores de

genes activos. Al igual que todos los residuos de lisina, H3K4 puede ser mono, di o
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trimetilado, y cada uno tiene distribuciones ligeramente diferentes. En G. lamblia este
residuo se encuentra dimetilado, sin embargo la marca mas estudiada por los
investigadores es H3K4me3, ya que es una modificacion asociada con los sitios de inicio
de la transcripcion de genes transcritos activamente (Barski et al., 2007).

De qué manera un pequefio grupo metilo puede ser tan importante para la
transcripcion sigue siendo un area activa de investigacion. Los estados especificos de
metilacion de histonas regulan la transcripcion al promover la unién de factores de
transcripcion positivos y bloquear los negativos. Por ejemplo, H3K4me3 recluta los
factores de remodelacion de la cromatina CHD1 (Flanagan et al., 2005) y BPTF (Li et al,,
2006) que abren la cromatina, al mismo tiempo que evitan la unién del represor NuRD
(Nishioka et al., 2002) y un complejo inhibidor de histona acetilasa (Schneider et al,,
2004). El vinculo entre H3K4 y la transcripcion es claro a medida que se van creando
relaciones en el mundo epigenético. La excepciéon mas notable es la existencia de
"dominios bivalentes" donde H3K4me3 utiliza el mismo promotor que las marcas
represivas, como H3K27me3, a menudo en genes importantes del desarrollo (Bernstein
et al.,, 2006). Si bien su papel aiin se desconoce en gran medida, se cree que estos
dominios tienen un rol en mantener inactivos los promotores de genes del desarrollo,
aunque "listos" para ser transcritos (Voigt et al., 2013). Esto tiene sentido, ya que
H3K4me3 parece ser muy importante en el desarrollo. Un articulo que ha aclarado ain
mas el mecanismo por el cual H3K4me3 promueve la rapida activacion de genes
(Lauberth et al., 2013), demuestra como algunas interacciones especificas de proteinas
con H3K4me3 dirigen la formacidon del complejo de pre-iniciacion en promotores
regulados por p53.

En G. lamblia, H3K9 puede estar acetilada o dimetilada cumpliendo una doble
funcidn. Al ser acetilada, puede activar genes o silenciarlos con la misma facilidad que
cuando se metila. H3K9ac es una modificacion particularmente importante ya que esta
altamente correlacionada con promotores activos. H3K9ac también tiene una alta
coincidencia con H3K14ac y H3K4me3, debido a que estas tres marcas son el sello
distintivo de los promotores de genes activos (Karmodiya et al., 2012).

Las mono, di y trimetilaciones de H3K9 tienen distribuciones muy distintas.
H3K9me1 se enriquece en el sitio de inicio de la transcripcién de genes activos (Barski

et al., 2007). La metilaciéon de H3K9 es la marca de la heterocromatina, el estado
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condensado transcripcionalmente inactivo de la cromatina. H3K9me3 une la proteina
de heterocromatina 1 (HP1) con la heterocromatina constitutiva (Lehnertz et al., 2003).
HP1 es responsable de la represion transcripcional y de la real formacion y
mantenimiento de la heterocromatina. HP1 también recluta la ADN metiltransferasa 3b,
proporcionando uno de los mejores ejemplos de la interaccion entre la metilacion de
histonas y la metilacién de ADN.

Por otra parte, H3K9meZ es una marca caracteristica del cromosoma X
inactivado (Xi) (Rougeulle et al., 2004). Un reciente articulo describe la implicancia de
una nueva proteina en la inactivacion del cromosoma X mediada por H3K9me2. Se
demostré que la proteina CDYL (del inglés, Chromodomain Y-like protein) no solo se une
a H3K9me2 y H3K27me3 en el Xi, sino también a la histona metiltransferasa G9a de
H3K9 (Escamilla-Del-Arenal et al., 2013).

H3K27 es una marca conocida por concluir la transcripciéon. Cuando H3K27 se
trimetila, se asocia estrechamente con promotores de genes inactivos. Actia en
oposicion a H3K4me3. Debido a su efecto dramatico y predecible en la expresion génica,
H3K27me3 es una de las marcas favoritas de los investigadores epigenéticos que
estudian genes inactivos.

La mayoria de las metilaciones de histonas son catalizadas por muchas enzimas.
H3K27me3 se distingue porque solo tiene una metiltransferasa conocida, EZH2
(Kuzmichev et al., 2002). EZH2 es parte del complejo PRC2 que es el responsable de la
represion de muchos genes involucrados en el desarrollo y la diferenciacion celular
(Boyer et al.,, 2006; Bracken et al,, 2006). Por lo tanto, se cree que H3K27me3 es
fundamental para la represion de los genes del desarrollo. H3K27me3 también es una
marca importante del cromosoma X inactivo (Xi) (Rougeulle et al., 2004).

En G. lamblia, se observo dimetilacion de H3K28 (K27). Los estados de mono y
dimetilacion son menos estudiados; sin embargo, H3K27me2 muestra una distribucion
similar a H3K27, mientras que H3K27me1 se asocia con promotores activos (Barski et
al., 2007). Su papel sigue siendo un tanto dificil de descubrir, sin embargo, un estudio
reciente demostré6 que el complejo PRC2 (del inglés, Polycomb repressive complex 2) en
realidad controla las tres formas de metilacion de H3K27 (Ferrari et al., 2014). Este
articulo respalda hallazgos anteriores sobre la distribucién de H3K27mel/me2, en

donde se habia demostrado que H3K27me1l afectaba positivamente la transcripcion,
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mientras que H3K27me2 tenia una amplia distribucién y funcién en el silenciamiento
de potenciadores de tipos celulares no especificos (Ferrari et al., 2014). Ademas, se ha
informado acerca de la acetilacién de H3K27. Debido a que un residuo de lisina no
puede estar metilado y acetilado al mismo tiempo, se esperaria que H3K27ac sea
antagonica a la represion de la expresion génica por H3K27me2/me3. De hecho, los
datos muestran que H3K27ac esta asociado con la transcripcidn activa y el antagonismo
de los genes regulados por H3K27me3 (Tie et al., 2009).

Con respecto a H3K36, las modificaciones que ocurren en ese residuo son muy
diversas y no comparten mucha similitud entre ellas. La histona H3 de G. lamblia
presenta acetilacion, di y trimetilaciéon en este residuo. H3K36 presenta estados de
metilacion y acetilaciéon funcionalmente relevantes. La acetilacién de H3K36 ha sido
caracterizada recientemente y su patrén de distribucion en el genoma es similar a otras
acetilaciones comunes de H3. Del mismo modo, esta modificacién juega un papel en la
activacion transcripcional (Morris et al., 2007).

Los estados de mono, di y trimetilacion difieren entre si en sus distribuciones y
roles funcionales. El maximo grado de metilacién de este residuo (H3K36me3) esta
asociado al extremo 3" de genes activos (Barski et al,, 2007). En levaduras se ha
demostrado que H3K36me3 se deposita en las histonas a medida que son desplazadas
por la ARN polimerasa II (ARN pol II) durante la transcripcion. H3K36me3 luego sirve
como una marca para que las HDAC se unan y deacetilen las histonas, evitando la
transcripcion de fuga a raiz de ARN pol II (Carrozza et al., 2005; Joshi and Struhl, 2005).
La evidencia experimental sugiere que esto también puede suceder en humanos, sin
embargo, H3K9 es empleada junto con H3K36 para la transcripcion represiva inusual
(Bartke et al., 2010).

H3K36me3 también puede estar involucrada en la definicion de exones. En
general, los exones estan enriquecidos en los nucleosomas, pero éstos también estan
enriquecidos en determinadas modificaciones de histonas que incluyen H3K79, H4K20
y especialmente H3K36me3 (Schwartz et al,, 2009). Se cree que este patron influye de
alguna manera en el empalme alternativo (Luco et al., 2010). El rol de H3K36me1l no
esta del todo claro, sin embargo H3K36me2 esta relativamente bien caracterizado. Por

ejemplo, H3K36me2 contribuye en la reparacién de rupturas de la doble hebra de ADN.
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H3K36me2 es depositada cerca de las rupturas de la doble hebra, y luego sirve para
reclutar factores de reparacion temprana como NBS1y Ku70 (Fnu et al,, 2011).

Las modificaciones de H4 no estan tan bien caracterizadas como las de H3. H4
presenta mucha menos variacion de secuencia entre especies que las otras histonas, lo
que probablemente esté relacionado con su funcion, relacionada a la organizacién de la
estructura de la cromatina (Thatcher and Gorovsky, 1994).

H4KS es el residuo de lisina mas cercano a la cola amino terminal de la histona
H4. La histona H4 forma un tetramero firme con la histona H3. Al igual que la histona
H3, H4 tiene una larga cola amino terminal que esta sujeta a diversas acetilaciones y
metilaciones asociadas con muchos procesos celulares.

A pesar de haber encontrado monometilacién en H4K5 de G. lamblia, en general
no hay estudios que demuestren que este residuo pueda ser metilado, solo existen
evidencias sobre su acetilacion. La acetilacion de H4K5 habia sido observada en G.
lamblia, por ensayos de IF. Como todas las acetilaciones, H4K5ac es catalizada por
varias enzimas, incluidas las proteinas Tip60 y CBP/p300 en mamiferos (Kimura and
Horikoshi, 1998; Schiltz et al, 1999). CBP/p300 son importantes activadores
transcripcionales que sirven para abrir el sitio de inicio de transcripcién de la
cromatina acetilando histonas, y forman un complejo con la maquinaria transcripcional
basal.

Ciertos genes especificos de un tipo celular estdn marcados epigenéticamente de
manera tal de evitar que se compacten durante la mitosis y asegurar una transcripcion
rapida. H4K5ac ha sido implicado como una de esas marcas (Zhao et al., 2011). Otros
estudios han encontrado que H4K5ac puede servir como un iniciador para la
transcripcion rapida de ciertos genes, por ejemplo genes expresados durante el proceso
de aprendizaje (Park et al., 2013).

H4K8 es otra lisina en la cola de la histona H4 que no recibe mucha atencién. Al
igual que los demas en este grupo, solo se sabe que esta acetilado, y hasta ahora no se
ha demostrado que esté metilado. Se sabe que este grupo de lisinas actiia como
activadoras de la transcripcion (Wang et al., 2008). Estas lisinas también son un
excelente ejemplo de la hipétesis del cédigo de histonas en accién. Se propone que
H4K8ac es parte de una "columna vertebral" de 17 modificaciones que ocupan la

mayoria de los promotores activos. H4K8ac se encontré con mayor frecuencia en
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promotores activos y regiones transcritas que otras modificaciones que se encontraron
mas en sitios de inicio de la transcripcion (Wang et al., 2008).

H4K8ac es catalizado y leido por un grupo de enzimas ligeramente diferente que
otras lisinas de H4. Varias acetiltransferasas catalizan H4K8ac. En levadura, la
acetiltransferasa GCN5 actua sobre H4K8. GCN5 es parte del complejo co-activador
SAGA (Larschan and Winston, 2001). Curiosamente, las proteinas de amplia accidn,
CBP/p300, no parecen leer H4K8. Sin embargo, H4K8 se une al complejo SWI/SNF
(Agalioti et al., 2002). Estos datos son significativos porque CBP/p300 interactda con el
complejo de iniciacién ARN pol II, mientras que SWI/SNF interactiia con el complejo de
alargamiento (Cho et al, 1998). Esto sugiere que H4K8ac esta involucrada en el
alargamiento transcripcional, mas que en la iniciacién.

H4K12 es otro residuo en la regiéon amino terminal de la histona H4 que se ha
descripto como acetilada y no metilada. Al igual que H4K8ac, H4K12ac es parte de una
"columna vertebral" de modificaciones de histonas que estan asociadas con promotores
activos (Wang et al,, 2008). H4K12ac parece ser vital para el aprendizaje y la memoria.
Un trabajo sobre H4K12ac mostr6 su importancia en el control de la expresiéon génica
en el hipocampo asociada con la consolidacion de la memoria (Peleg et al., 2010).

También se ha demostrado que H4K12ac es importante en la influencia paterna
en la expresion génica temprana en el cigoto. Las acetilaciones de lisinas de H4 que
pasan al cigoto pueden estar involucradas en el desarrollo embrionario temprano (van
der Heijden et al., 2006). Otros estudios encontraron que H4K12ac se enriquecio
alrededor de los sitios de inicio de la transcripcion y que varios de estos genes se
expresan a altos niveles en el cigoto temprano (Paradowska et al., 2012).

En relacion al residuo H4K16, también presenta acetilacion y no metilacion. Si
bien H4K16ac esta asociado con la activacion transcripcional, también puede estar
relacionado con la represion. El bromodominio de TIP5, la subunidad mayor de NoRC
que reconoce residuos de lisina acetilados, se une a H4K16ac. Después de la unién, el
complejo NoRC sirve para silenciar el ADNr reclutando HAT y DNMTs (Zhou and
Grummt, 2005). Ademdas, H4Kl16ac controla tanto las interacciones a nivel de
nucleosomas como la estructura de la cromatina de orden superior (Shogren-Knaak et
al., 2006). En términos de dindmica a nivel de nucleosomas, H4K16ac inhibe a la enzima

ACF, impidiendo crear nucleosomas espaciados uniformemente, lo que facilita la
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compactacion de la cromatina y la represidn transcripcional (Blosser et al.,, 2009).
H4K16ac también inhibe la formacién de la fibra de 30 nm y las interacciones entre
fibras (Shogren-Knaak et al., 2006). Los resultados en conjunto sugieren que la region
amino terminal de la histona H4 tiene un papel muy importante en el ensamblaje de la
estructura de cromatina de orden superior. Esto también se refleja en el hecho de que
H4 tiene una variacion muy baja de secuencia entre diferentes especies (Thatcher and
Gorovsky, 1994). A su vez, en casi todos los tumores humanos y lineas celulares de
cancer hay una reducciéon en H4K16ac. Esta reduccién coexiste con una disminucién
en la metilacién del ADN, aunque este mecanismo en la génesis tumoral ain no esta
claro (Fraga et al., 2005).

A diferencia de las otras lisinas de H4, donde la mayoria presenta acetilacion y
no metilacion, el residuo H4K20 puede ser mono, di o trimetilado. En G. lamblia se
observé dimetilacion de H4K19. H4K20mel estd asociado con la activacion
transcripcional. Los grupos de genes mas altamente transcriptos tienden a tener
presente H4K20mel ademdas del grupo central de modificaciones activas en los
promotores (Wang et al., 2008). La enzima encargada de esta modificacién, PR-Set7
(Becketal.,, 2012), también es importante para la regulacion del ciclo celular. En cuanto
a la dimetilacién de H4K20, se cree que es importante para el control del ciclo celular,
particularmente para marcar los puntos de origen de replicacién del ADN (Kuo et al,,
2012). H4K20me2 también es importante en la respuesta al dafio del ADN (Botuyan et
al, 2006). La trimetilacion de H4K20 cumple una funcién muy diferente a la de
H4K20mel y H4K20me?2. En general, H4K20me3 esta asociada con la represion de la
transcripcion cuando esta presente en regiones promotoras (Wang et al., 2008).
H4K20me3 también parece ser importante para silenciar secuencias repetitivas de
ADN vy transposones (Schotta et al., 2004). La pérdida de H4K20me3 junto con la
reduccion de H4K16ac, es una caracteristica casi universal de cancer en humanos
(Fraga etal., 2005).

En cuanto a la metilacion de argininas, en eucariotas se han descrito tres formas
de metilacion en este residuo; monometil-arginina, dimetil-arginina simétrica (Rme2s)
y dimetil-arginina asimétrica (Rme2a). Se sabe que la metilacion de argininas
desempefia un papel importante en la regulaciéon génica debido a la capacidad de las

PRMTs de depositar activadores claves (H3R2me2s, H3R17me2a, H3R26me2a,
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H4R3meZ2a) o represivos (H3R2Zme2a, H3R8me2a, H3R8me2s, H4R3me2s, H4R3me2s)
(revisado en Blanc and Richard, 2017).

Se ha descripto que la metilaciéon de H3R2, por la proteina PRMT6, contrarresta
la marca de activacion de H3K4me3, convirtiéndola en un represor transcripcional. La
trombospondina-1 (TSP-1) fue el primer blanco caracterizado que es reprimido
transcripcionalmente por PRMT6 (Michaud-Levesque and Richard, 2009). Sin
embargo, la funcién de PRMT6 no esta completamente dilucidada, ya que se ha
demostrado que funciona como un co-activador con receptores nucleares (Harrison et
al., 2010). En ciertos contextos, PRMT6 puede metilar H3R2 y reprimir la transcripcién,
y en otros contextos, puede metilar H4R3/H2AR3 y activar la transcripcion (Hyllus et
al,, 2007).

A su vez, se ha propuesto que existe una interrelacion entre la metilaciéon de
argininas y lisinas (Migliori et al., 2010). Existen varios pares de arginina/lisina, donde
ambos residuos se encuentran metilados. Uno de ellos, el par H3R2/H3K4 el cual se
observo en G. lamblia, ha sido bien definido. En las células de mamiferos, estas dos
marcas pueden coexistir, porque PRMT6 puede metilar fuertemente los péptidos
H3K4mel y H3K4me2, y puede metilar débilmente el péptido H3K4me3 (Iberg et al,,
2008). Sin embargo, la metilaciéon previa del sitio H3R2 esencialmente evita que el
complejo MLL1 (que codifica para una HKMT) metile H3K4 (Hyllus et al., 2007). No esta
claro si otras metiltransferasas de H3K4 estan activas en un sustrato H3R2me2a (hay
al menos nueve de ellas) (revisado en Di Lorenzo and Bedford, 2011). Por lo tanto,
PRMT6 funciona como un represor transcripcional al bloquear el reclutamiento de
activadores transcripcionales a la marca metilada H3K4.

Por ultimo, en G. lamblia se encontr6 H3R18me2. Se ha informado que la
metilaciéon de H3R17 en células embrionarias, llevada a cabo por CARM1, es necesaria
tanto para el establecimiento como para el mantenimiento del linaje astroglial (Selvi et
al., 2015). A su vez, CARM1 es necesario para el mantenimiento epigenético de la
pluripotencia y la autorrenovaciéon, ya que metila H3R17 y H3R26 en los genes
centrales de pluripotencia (Torres-Padilla et al., 2007; Wu et al., 2009).

Como se puede observar, existen muchas modificaciones post-traduccionales de
histonas que parecen estar conservadas evolutivamente entre especies. Si bien atun

quedan por descifrar las funciones de muchas de ellas, el analisis de las modificaciones
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post-traduccionales de las histonas de G. lamblia muestra marcas conservadas y otras
inesperadas que probablemente reflejen importantes adaptaciones bioldgicas. Por otro
lado, la mayoria de los estudios realizados en células eucariotas se han obtenido a partir
de lineas celulares, por lo que atn hay un campo mas amplio a la hora de realizar
comparaciones cuando se comiencen a describir estas modificaciones post-
traduccionales en células no tumorales. Por lo tanto, creemos que esta primera
descripcion se vera en un futuro enriquecida no sélo por la utilizaciéon de equipos de
avanzada de espectrometria de masa, que pueden identificar cada vez mayores
modificaciones post-traduccionales, sino ademas por las descripciones en otros tipos
celulares. De este modo, las modificaciones post-traduccionales que se han descripto
como Unicas en parasitos y que se sugieren como adaptaciones bioldgicas, quizas
emerjan descriptas en otras células en un futuro cercano.

Los avances en la comprension de los reguladores génicos a nivel epigenético en
los metazoos han llevado al desarrollo de nuevos compuestos que interfieren con los
estados patégenos. Dada la importancia de la epigenética en la biologia de los parasitos,
la maquinaria epigenética de parasitos tiene potencial como nueva via de investigacion
para el desarrollo de nuevos tratamientos de farmacos contra infecciones causadas por
parasitos protozoarios.

En la Figura 3.2 se resumen las modificaciones post-traduccionales encontradas
en cada uno de los extremos amino terminales de las histonas de G. lamblia. También
se indican los ensayos a tener en cuenta para completar los estudios funcionales de las
enzimas HMTs que se observaron en los nucleos de G. lamblia, estudiadas en el Capitulo

I1.
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DIMETILACION

TRIMETILACION

Figura 3.2: Resumen Capitulo III. Modificaciones post-traduccionales encontradas en cada uno de los
extremos amino terminales de las histonas de G. lamblia. Debajo de la flecha se indican los ensayos a tener
en cuenta para completar los estudios funcionales de las enzimas que se observaron en los nucleos de G.
lamblia, GIHMT1 y GISET2, estudiadas en el Capitulo II.
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Capitulo IV:
CONCLUSIONES GENERALES

La presencia de un genoma completamente secuenciado, la posibilidad de
manipularlo genéticamente, y la capacidad de reproducir facilmente su ciclo de vida in
vitro hacen de G. lamblia un interesante organismo para la comprensiéon de varias
funciones celulares y vias bioquimicas. En el presente Trabajo de Tesis, se abordaron
temas relacionados con la epigenética de este parasito, describiendo las histonas
metiltransferasas y las modificaciones post-traduccionales de histonas. El analisis del
genoma de G. lamblia revel6 la presencia de enzimas responsables de modificaciones
post-traduccionales en las histonas, lo que sugiere que los mecanismos epigenéticos
regularian la expresion génica en este parasito. Tres de estas enzimas fueron de
principal interés en el presente trabajo, sugiriendo que la metilacion de histonas es un
posible disparador del proceso de enquistamiento. Se analizé el rol de la enzima
GIHMT1, observando que la sobre-expresion de esta enzima resultaba en una mayor
produccion de quistes. Asimismo, el analisis en intervalos de tiempo demostr6 que la
sobre-expresion de GIHMT1 inducia el proceso de enquistamiento mas rapida y
tempranamente con respecto al control, lo cual sugiere que la participacion de esta
enzima es critica para el éxito y la sincronizacion del proceso de enquistamiento. A su
vez, se describieron otras dos HMTs, GIHMT2 y GISET2. Con respecto a HMT?2, se
observo que presenta una localizacion perinuclear durante el crecimiento del parasito,
esa localizaciéon se va modificando hasta llegar a ser citoplasmatica durante el
enquistamiento y su sobre-expresion regularia de manera positiva el proceso. GISET2
presenta localizacién exclusivamente nuclear, y su sobre-expresion indicaria que
estaria regulando de manera negativa el proceso de enquistamiento. Sin embargo,
futuros estudios son necesarios para poder identificar los posibles sustratos de estas
enzimas, como asi también las proteinas con las cuales podrian estar interactuando o
regulando, como por ejemplo proteinas no histonas.

Las modificaciones post-traduccionales de histonas se encuentran hoy en dia en
el corazén del campo de la epigenética y la transduccion de sefiales. Los modificaciones

post-traduccionales estan involucradas en casi todas las cascadas de sefializacién, a
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menudo iniciando o amplificando sefiales dindmicas, que pueden ajustarse finamente
para adaptarse a los requisitos celulares. Haber podido obtener por primera vez el
“mapa” de las modificaciones post-traduccionales de las histonas de trofozoitos de G.
lamblia es el principio de un estudio mas profundo para lograr una mayor comprension
de este tipo de regulacion. Cada respuesta genera aiin mas preguntas que conducen a la
incorporacién de ensayos tales como inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de
secuenciamiento, los que permitirian avalar la presencia de estas marcas y las
correlacionen con la expresion génica. A su vez, la purificacion de histonas en
diferentes etapas de enquistamiento y la posterior identificaciéon de las modificaciones
post-traduccionales de histonas seran etapas criticas para poder realizar una
comparaciéon entre los dos estadios del parasito, trofozoito y quiste. Finalmente, la
implementacion de ensayos in vitro para identificar los sustratos de cada enzima seran
claves para completar los estudios referidos a epigenética en G. lamblia.

El presente Trabajo de Tesis respalda en cierta manera la importancia de los
mecanismos epigenéticos que influyen en la regulacién de la expresién génica del
parasito. Se sugiere que las enzimas que depositan y eliminan las modificaciones post-
traduccionales son los blancos principales que ayudaran a desarrollar tratamientos
para suprimir eficientemente la produccién de quistes y, por lo tanto, reducir la

transmision de la enfermedad.
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Capitulo V:
MATERIALES Y METODOS

V. 1 Organismos y Cultivo in vitro

Los trofozoitos de G. lamblia se adquirieron en American Type Culture Collection
(ATCC 50582) y son provenientes de la cepa WB, clon 1267 (Gillin et al., 1990). Para
cultivarlos axénicamente se utilizé medio TYI-S-33 (pH 7) suplementado con 10% v/v
de suero bovino adulto y 5% p/v de bilis bovina (medio completo de crecimiento)
(Diamond et al., 1978). Todos los cultivos se realizaron en tubos de borosilicato con
tapa a rosca (Eurotubo®, Deltalab), que se completaron con un volumen total de 14 ml
con medio completo de crecimiento y con 100 ul de trofozoitos de G. lamblia. Los tubos
se colocaron dentro de una estufa de cultivo a 37 2C en gradillas que se orientaron
inclinadas en angulos de aproximadamente 45° (lo que permita una mayor adhesion de
los trofozoitos a las paredes del tubo). Luego de 30 min comienza a observarse la
adhesion de los trofozoitos a las paredes del tubo a través de su disco ventral. De este
modo, y de manera similar a lo que ocurre in vivo, se produce la division de las células

obteniéndose a las 48h una monocapa de trofozoitos en etapas de crecimiento.

V. 1.1 Curva de Crecimiento Celular

Los trofozoitos fueron despegados de las paredes de los tubos mediante
enfriamiento a 4°C durante 15 min y luego recuperados por centrifugacion a 1455 x g
por 15 min a 4 °C. Resuspendidos en medio o PBS (del inglés, phosphate buffer saline)
se contaron en camara de Neubauer y a cada tubo se les adicion6 el volumen
correspondiente que contuviese 5 x 10> células. Luego se incubaron a 37 2C y a cada
tiempo evaluado las células fueron cosechadas como se mencion6 anteriormente. Las
células fueron contadas en camara de Neubauer en presencia de Azul de Tripan 0,01%
p/v, para distinguir tanto las vivas como las muertas. La relacién de crecimiento final se
calcul6 como el valor de células vivas a un dado tiempo, dividido por la cantidad de

células iniciales (5 x 105).
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V. 1.2 Enquistamiento

El proceso de enquistamiento in vitro, se llevé a cabo en dos etapas. En la
primera, se descartd el medio de crecimiento de los trofozoitos cultivados hasta
confluencia durante 24h y los tubos, conteniendo trofozoitos adheridos a su pared, se
completaron con medio de pre-enquistamiento (PE) (medio completo de crecimiento
sin bilis bovina). Finalmente, el medio de PE fue reemplazado por medio de
enquistamiento, que posee una concentracién de bilis porcina de 0.45%, y de acido
lactico al 0.01%, cambidndose el pH del medio a 7.8 (Boucher and Gillin, 1990). Este
cambio de medio induce la diferenciacién de trofozoitos a quistes, los cuales pierden la
capacidad de adherencia y permanecen libres en el medio de enquistamiento. El
periodo de enquistamiento para cada experimento en particular se detalla en la seccion
de Resultados.

Para recolectar los quistes, a cada tiempo de evaluacion se centrifugaron los
tubos a 1455 x g durante 15 min, sin previo enfriamiento de los mismos. Se los

resuspendié en PBS y se los cont6 en camara de Neubauer.

V. 1.3 Evaluacion de Estadios y recuento de ESVs

Los quistes fueron recolectados junto con las células pegadas, es decir, se
enfriaron los tubos por 15 min para luego ser centrifugados 1455 x g por 15 min a 4 °C.
Se resuspendieron en PBSm (PBS + medio de crecimiento al 1%, pH 7,4) para realizar
ensayos de inmunofluorescencia (IFA) y contar las células en los diferentes estadios y/o

ESVs por campo para cada tiempo de evaluacion.

V. 2 Analisis Bioinformaticos (in silico)

V. 2.1 Mineria de Datos
Utilizando EuPathDB (https://eupathdb.org/eupathdb/) (Aurrecoechea et al.,

2017) se obtuvieron los proteomas completos de los siguientes protozoarios: C.
parvum, P. falciparum, T. gondii, T. vaginalis, T. cruzi, y G. lamblia ensamblajes A, A2, B,
B2, y E. El perfil HMM para el dominio SET (PF00856) fue obtenido de Pfam
(https://pfam.xfam.org/) (Finn et al,, 2014). Las secuencias conteniendo el dominio

SET fueron reunidas utilizando HMMER (Finn et al, 2011). Ambas busquedas se
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realizaron con la configuracion predeterminada. Se recaudaron un total de 196
secuencias y cada una fue escaneada con los servidores Prosite y Pfam
(http://prosite.expasy.org/) para encontrar sefiales y dominios especificos. Estas
secuencias fueron usadas para crear un archivo de entrada para realizar un
alineamiento multiple de secuencias o MSA (del inglés, Multiple Sequence Alignment) en
la version en linea de MAFFT (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) con los ajustes
predeterminados (Katoh et al., 2002; Katoh and Standley, 2013). El alineamiento
resultante se curé a mano bajo criterio fisico-quimico de los aminoacidos y fue utilizado
para crear un perfil HMM con toda la extensién de secuencia de dicho alineamiento

(Eddy, 1998).

V. 2.2 Reconstruccion Filogenética

El andlisis filogenético fue llevado a cabo bajo Maxima Verosimilitud o ML (del
inglés, Maximun Likelihood) utilizando PHYML con pruebas de relacién de verosimilitud
aproximada o aLRT (del inglés, approximate Likelihood-Ratio Test) de 100 interacciones
con los ajustes por defecto (Guindon et al., 2010). Las secuencias se agruparon en clados
monofiléticos. Solo aquellos grupos con mas de 10 secuencias fueron considerados para
la  reconstruccion. El agrupamiento fue analizado por HMMerCTTer
(http://lidecc.cs.uns.edu.ar/cab2c2015 /proceedings/handle/1234/127) y SDPFOX
(http://biocinf.fbb.msu.ru/SDPfoxWeb/main.jsp) (Mazin et al., 2010). El porcentaje

maximo permitido de brechas se establecié en 90%, lo que result6 en seis grupos bien
definidos. Para mejorar la visualizacion del arbol, la filogenia fue editada con iTOL

(http://itol.embl.de/) (Letunic and Bork, 2011).

V. 2.3 Analisis Estructural

Para analizar la estructura de la proteina codificada por el gen GL50803_9130,
se predijo la estructura 3D utilizando tres servidores distintos: I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) (Yang et al,, 2015; Yang and Zhang,
2015), PHYRE2 (http://www.sbg.bio. ic.ac.uk/~phyre2) (Kelley et al, 2015), y
RAPTORX (http://raptorx.uchicago.edu/) (Kallberg et al., 2012).

Para la visualizacion de estas estructuras se utilizo el programa VMD, ademas de ser

usado para realizar los alineamientos 3D paralelamente a RaptorX (Eargle et al., 2006;
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Humphrey et al.,, 1996; Wang et al., 2011). Estos alineamientos 3D fueron llevados a
cabo tanto para evaluar la estructura predicha, como para compararlas con estructuras
cristalograficas. La estructura de ASHL1 de H. sapiens fue obtenida del banco de datos
de proteinas 0 PDB (del inglés, Protein Data Bank)

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) bajo la identificacion 30PE (An et al,

2011). La prediccion del sitio de localizacidon nuclear NLS fue llevada a cabo por cNLS

Mapper (http://nlsmapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper form.cgi) y NUCPRED

(https://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred) (Brameier et al., 2007; Kosugi et al,,
2009).
Los andlisis de coevolucibn fueron realizados por  MISTIC

(http://mistic.leloir.org.ar/index.php) bajo configuraciones predeterminadas con la

estructura obtenida de I-TASSER y la secuencia de estructura obtenida de I-TASSER y,
la secuencia de GL50803_9130 primero en el MSA (Simonetti et al., 2013).

Se predijeron interacciones proteina-proteina con histona metiltransferasa 1,
combinando el enfoque Interlogog (Zamponi N, resultados no publicados), e
informacién recuperada de la base de datos STRING. Solo se consideraron las
interacciones validadas experimentalmente con puntuaciones superiores a 900
(STRING v10: redes de interaccién proteina-proteina, integradas sobre el arbol de la

vida).

V. 3 Purificacién y Analisis de Acidos Nucleicos

El ARN total fue extraido a partir de trofozoitos y quistes, de acuerdo a lo
informado (Lujan et al., 1995a). Para ello, el ARN se aisl6 usando el reactivo Trizol
(Invitrogen Corporation, Carlsbad CA, US) y una segunda purificacion se realizd
utilizando el sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega, Madison, WI, US). El
ARN extraido se trat6 con la enzima ADNsa I libre de ARNsa (Promega, Madison, W],
Us).

El ADN gendémico fue purificado siguiendo el protocolo de extraccién con fenol y

precipitacion con alcohol isopropilico (Sambrook and Gething, 1989).

101


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
https://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred
http://mistic.leloir.org.ar/index.php

Capitulo V. Materiales y Métodos

V. 4 Retrotranscripcion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR)

El ARN total de las células de la cepa salvaje (wt) y de las células que sobre-
expresan GIHMT1, GIHMT2 y GISET2 en crecimiento y a diferentes tiempos de
enquistamiento fue extraido y purificado. Se retro-transcribieron 2 pg de RNA de cada
condicidn utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Madison, WI,
US) y Oligo (dT) 15 primer (Biodynamics) en un volumen final de 20 pL por reaccion
bajo las siguientes condiciones: 60 min a 37°, 5 min a 95° y 50 min a 10° obteniendo

finalmente el ADNc.

V.5 PCR en Tiempo Real

Los ADNCc fueron utilizados para el andlisis de la expresién de genes utilizando
la mezcla PCR SYBR Green Master Mix para qPCR (Thermo Fisher Scientific Inc), ADNc
de simple cadena (100 ng) y cebadores a una concentracién de 800 nM, en un volumen
final de 20 pL por reaccion. Los ensayos se realizaron en un equipo 7500 estandar
(Applied Biosystems, USA), bajo las siguientes condiciones: 2 min a 50 °C, 10 min a 95
°Cy 40 ciclos de [95 °C por 15 sy 60 °C por 1 min]. Como control enddégeno se utilizo el
gen 18S. En cada corrida se realizaron dos réplicas para cada par de cebadores, para
cada cepa y cada condicién. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los niveles de los
transcriptos de cada gen fueron normalizados a los niveles de ARNm del gen enddgeno
18S y calculados utilizando el método comparativo AACt (Livak and Schmittgen, 2001)
y la condiciéon wt como segundo normalizador. El analisis estadistico de los datos se
llevo a cabo utilizando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.). La
significancia estadistica se delimit6 en valor p < 0,05. Los datos se representan como
media + EEM. Todos los cebadores fueron sintetizados por Invitrogen (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, US) para la deteccidn de los genes 18S, cwp1, cwp2, cwp3,
myb1-like protein, hmt1, hmt2, y set2, y se detallan en la Tabla 5.1. La eficiencia de los
cebadores fue puesta a punto mediante ensayos de PCR en tiempo real utilizando cuatro

diluciones seriadas de ADNc (desde 10 ng/ul hasta 0,01 ng/pl).
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Tabla 5.1: Secuencia de cebadores utilizados en ensayos de PCR en tiempo real

Cebadores Secuencia (5°-3") Eficiencia (%)

AAGACCGCCTCTGTCAATCAA

18s_real_Fw

18s_real_Rv GTTTACGGCCGGGAATACG %
cwpl_real_Fw AACGCTCTCACAGGCTCCAT

cwpl_real Rv AGGTGGAGCTCCTTGAGAAATTG 105
cwp?2_real_Fw TAGGCTGCTTCCCACTTTTGAG
cwp2_real_Rv CGGGCCCGCAAGGT 909
cwp3_real_Fw GCAAATTGGATGCCAAACAA

cwp3_real_Rv GACTCCGATCCAGTCGCAGTA o8
myb1_real_Fw TCCCTAATGACGCCAAACG

myb1_real_Rv AGCACGCAGAGGCCAAGT >
hmt 1_real Fw AAGCTGTGAGCTCAGGAAGG

hmt 1_real Rv CTGCGCAGCACTCTTTGTAG 1036
hmt 2_real_Fw TCGGCTCTACCTTCCAGACA

hmt 2_real_Rv CTGGTCTGCTCTGGTCACTG o2l
set 2_real_Fw GCTCCCAGTCATCCACAGAG

set 2_real_Rv GCTCATACTGAAGCCACCCA 736

Fw: sentido Rv: anti-sentido

V. 6 Amplificacion y Clonado de Proteinas

V. 6.1 Amplificacion de genes para la sobre-expresion de proteinas

Las secuencias de los genes que codifican para las proteinas de interés fueron
obtenidas de la base de datos de Giardia. E1 ADN gen6émico de G. lamblia fue utilizado
como templado para amplificar, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR
(del inglés, Polymerase Chain Reaction), 1a secuencia codificante de cada gen de interés
(considerando que este parasito carece de intrones). Se disefiaron manualmente
cebadores para cada gen (Tabla 5.2), a los fines de permitir el clonado de los
fragmentos de interés en un vector especifico para G. lamblia. En cada cebador, se
subraya la secuencia reconocida por cada enzima de restricciéon utilizada. Todos los
primers fueron sintetizados por Invitrogen (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US)
y almacenados a -20 °C. Las diluciones se realizaron en agua tratada con Dietil-

pirocarbonato.
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La amplificacion por PCR se llev6 a cabo empleando la enzima Taq Platinium High
Fidelity (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) de acuerdo a las siguientes
condiciones de reaccion: 2 min a 94 °C, 30 ciclosde [30sa94°C,30sa 55°Cy 2 min a
72 °C] y luego 10 min a 72 °C para la extension final. El analisis de los productos de PCR
se realiz6 sembrando 5 pL del producto de reaccién en geles de agarosa. Estos fueron
preparados en soluciéon tampén TAE (Tris-Acetato 0,04 M, EDTA 1 mM, pH 8) al 1,2%
de agarosa y con el agregado de SYBR® Safe DNA Stain (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, US) para el teitiido de las bandas. Las muestras fueron sembradas con
solucién de siembra (Azul de bromofenol 0,09% p/v, Xileno Cianol FF 0,09% v/v,
Glicerol 60% v/v). Las electroforesis fueron realizadas en la misma solucion TAE
durante 40 min a 100 V y finalmente se visualizaron mediante la exposicién a Safe
Image™ Blue-Light Transiluminator (Invitrogen). Los productos de PCR se purificaron
mediante el empleo de un ensayo comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega, Madison, WI, US).

Tabla 5.2: Secuencia de cebadores disefiados para el clonado y expresion de proteinas

Cebadores Secuencia (5°-3)

hmt 1_Fw CATTCCATGGGCAAAGTAATGGCAATGAAG

hmt 1_Rv CATTGATATCTGTCCTTAACTTTGGTGCATC

hmt 1 pe_Fw CATTTCTAGACGATGAATTCGTGAAATCTCTTG
hmt 2_Fw CATTGGATCCATGCAGTTTCTATCAACATCAAGC
hmt 2_Rv CATTGCGGCCGCTTAGTGAATCTCCTCATTGGCTTC
set 2_Fw CATTGGATCCATGTCAGCTGACTACCGATTACGC
set 2_Rv CATTGCGGCCGCTCAATTCATATAAAGTCTACATCG

Fw: sentido; Rv: anti-sentido; CCATGG secuencia reconocida por Ncol;
GATATC secuencia reconocida por EcoRV; TCTAGA secuencia reconocida
por Xbal; GGATCC secuencia reconocida por BamHI; GCGGCCGC secuencia
reconocida por Notl.

V. 6.2 Vectores de expresion en G. lamblia
Para expresar constitutivamente la enzima GIHMT1, se utilizé el vector

pTubApa-H7-HApac (Figura 5.1). Este plasmido permite la expresion constitutiva y
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estable de genes en trofozoitos de G. lamblia gracias a la presencia del promotor de
tubulina y a la seleccién con el antibidtico puromicina, respectivamente. El casette de
puromicina se encuentra bajo el control del promotor end6geno no regulado de gdh.
Las proteinas se expresan fusionadas a 3 repeticiones en tdndem de la proteina
hemaglutinina (HA) del subtipo H3 del virus influenza (YPYDVPDYA) en su extremo
carboxilo- terminal antes del codon de terminacion TAA. El plasmido pTubH7HApac
posee el gen de la VSPH7 de la cepa GS de G. lamblia que puede ser removido con las
endonucleasas Ncol/Apal y EcoRV (Invitrogen) posibilitando el clonado de otros genes
en dicho vector. El clonado de marco de lectura abierto (ORF del inglés, Open Reading
Frame) de cada una de las proteinas en el vector de pTubApa-H7-HApac permite
expresarlas constitutivamente para su posterior localizacién subcelular en trofozoitos

de G. lamblia (Touz et al., 2002; Touz et al., 2004; Touz et al., 2003).

Hindlil (1)

ml/vf":ﬁ _gTub Figura 5.1: Vector pTubApa-H7-HApac. El
T T Neol (360) vector original expresa a la proteina VSPH7-
Apal (373) HA mediante promotores de tubulina.
) _VSPHT Contiene ademas el gen puromicina y LacZ
/ para expresar células estables en G. lamblia y
N ,I'I E. coli, respectivamente. Para clonar un nuevo
LacZ 1 | 6574 bp gen que exprese una proteina de fusién-HA, el
o vector puede ser restricto con las enzimas

L “C:; __'3::]:\ (2039 Ncol o Apal (regiéon 5’) y EcoRV (regién 3').

) \\'BamHI (2127)
Not1 (2276)
) \ _ .\gTub
gdh’ ‘giardin

puromyein

Para expresar endogenamente la enzima GIHMT1, se construy6 el vector
eHMT1-HA reemplazando el promotor de tubulina de pTubApa-H7-HApac (Figura 5.1)
por una secuencia que contenia el posible promotor enddgeno, en este caso utilizando
el cebador hmt1 pe_Fw (Tabla 5.2).

Para la expresidon de las enzimas GIHMT2 y GISET2 se utilizé el vector de
expresion pTub-HA (Figura 5.2). Este vector también es especifico para G. lamblia, fue
construido en colaboracion con el Dr. Aron Neiman de la Universidad de Stony Brook

(NY, US) y contiene el promotor de a2-tubulina y la region 5’ del gen -giardina del
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parasito. Se caracteriza, ademas por expresar las proteinas con una etiqueta HA en el

extremo amino terminal.

pTub-HA Figura 5.2: Vector pTub-HA. Este vector permite la

expresion de proteinas fusionadas a 3 repeticiones en

tandem de la proteina hemaglutinina (HA) en su extremo

Hindil Norl amino- terminal. Para clonar el gen de interés el vector

| —> contiene una regién de policlonado (MCS del inglés,

Multiple Clonaje Sequence) puede ser restricta con las
enzimas BamHI (region 5’) y NotI (region 3’).

MCS  3Tub3’

Ncol BamHI

/

V. 6.3 Corte del vector e inserto utilizando enzimas de restriccion

El marco de lectura abierto que codifica para cada gen de interés fue clonado en
el vector de expresion correspondiente, segin cada caso. Para hmtl, el fragmento de
897pb fue incubado con Ncol/EcoRV por 2 h a 37 °C (corte) y luego 10 min a 70 °C
(inactivacion de la enzima). Para hmt2 y set2, los fragmentos de 2034 pb y 2079 pb,
respectivamente, fueron incubados cada uno con BamHI/Notl por 2 h a 37 °C (corte) y
10 min a 70 °C (inactivacion de la enzima). Se adicion6 ademas los reactivos
comerciales BSA 10X, Buffer 3 para todos los casos. Todas las enzimas de restriccién
utilizadas, a excepcion de BamHI (Fermentas), pertenecen a New England, Biolabs.

Los productos de restriccion se chequearon en gel de agarosa al 1% como se
detalla en la Seccién V. 6.1 y el vector se purifico a partir del gel mediante el empleo del

ensayo comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, US).

V. 6.4 Ligacion del producto de corte
Los insertos y vectores se ligaron mediante la incubacidén con la enzima T4 ADN
Ligasa (Fermentas) por 16 ha 16 °C, seguido de 10 min a 70 °C para inactivar la enzima.

La relacion inserto:vector fue de 3:1 para todos los casos y de 7:1 para hmt2.
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V. 6.5 Preparacion de bacterias competentes

Bacterias Escherichia coli (Top10) fueron crecidas en 5 mL de LB/Tetraciclina
estéril (Peptona 1% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, Tetraciclina (Tet) 15 mg/mL
en 100 mL de agua destilada) a 37 2C en agitacidn toda la noche. Luego 1 mL de este
cultivo fue empleado para inocular 250 mL de LB/Tet (15 pg/mL) y cultivado en
Erlenmeyer a 18 ©9C en agitacion hasta alcanzar una densidad oOptica (OD)
aproximadamente de 0,6. Cuando se alcanzo este valor, las bacterias se incubaron 10
min en hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 2095 x g por 10 min a 4 °C y se
resuspendié el precipitado en 80 mL de buffer TB frio (Pipes 10 mM, MnCl2 55 mM,
CaCl2-2H20 15 mM, KCI 150 mM, pH 7). Las bacterias se incubaron nuevamente 10 min
en hielo y se centrifugaron a 2095 x g por 10 min a 4 °C. El precipitado se resuspendid
en 20 mL de buffer TB frio y se agregaron 1,5 mL de dimetilsulf6xido (DMSO) de forma
cuidadosa para evitar toxicidad en las células (concentracion final 7% v/v). Luego, las
bacterias se fraccionaron en alicuotas de 200 pL en tubos estériles, congeldndose en N2

liquido y manteniéndose a -70 2C.

V. 6.6 Transformacion de E. coli

Las bacterias Top10 competentes se transformaron con el vector conteniendo el
gen de interés, mediante shock térmico: 15 min a 4 °C, 30 seg a 42 °Cy 2 min a 4 °C.
Luego, se adiciond 1 mL de LB+ (medio LB suplementado con glucosa 0,4% p/vy MgCl2
0,2% p/v) y se dej6 en agitacion durante 1 h a 37 °C. Después de centrifugara 2851 x g
durante 5 min, se retird el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 200 pL de
LB. Finalmente, las bacterias transformadas se plaquearon en LB-ampicilina (25

mg/mL)-agar 1,2% p/v y se incubaron toda la noche en estufa a 37 °C.

V. 6.7 Chequeo de colonias por PCR

Las colonias obtenidas luego de la transformacion se chequearon mediante PCR
utilizando la enzima Tagpol (Invitrogen), empleando primers especificos para cada gen
de interés o del vector utilizado, y en las mismas condiciones de reaccién detalladas
anteriormente para la PCR del inserto. De igual manera, el analisis de los productos de

PCR se llevé a cabo mediante corridas electroforéticas en geles de agarosa al 1%. Las
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colonias positivas se crecieron en LB liquido con Ampicilina (25 mg/mL) y se cultivaron

ON en agitaciéon a 37 °C.

V. 6.8 Purificacion del plasmido

Los cultivos de bacterias incubados ON fueron centrifugados a 3500 x g por 10
min a 20°C y se purificaron utilizando un ensayo comercial Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega, Madison, WI, US). Las secuencias de todos los
constructos se enviaron para su secuenciaciébn a la compafila Macrogen

(http://www.macrogen.com) y corroborar de esta forma el correcto ORF.

V. 6.9 Transfeccion de trofozoitos de G. lamblia cepa WB/1267

Para cada una de las transfecciones se parti6 de trofozoitos crecidos en
monocapa. Las células fueron enfriadas y centrifugadas a 1455 x g por 15 min a 4°C, el
sobrenadante se descarté y el precipitado se resuspendié en 350 uL. de medio completo
adicionando 40 pL de plasmido de concentraciéon 1 pg/pL. La transfeccion se realiz6
mediante electroporacion (Electro Square Porator™ ECM 830) aplicando 1 pulso de 14
ms a 350 V, 725 Q y 1000 pF en una cubeta de 4 mm. Seguidamente, la muestra fue
incubada en hielo durante 10 min y luego trasvasadas a un tubo de vidrio de 8 mL
conteniendo medio completo y los antibidticos Piperacilina (500 pg/mL, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, US) y Moxalactam (333 pg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US). Luego
de cultivar los trofozoitos ON a 37°C, se agregd Puromicina (10 pg/mL) (Invitrogen, San
Diego, CA, US) para seleccionar aquellas células que estuvieran transfectadas. La
expresion de las proteinas de interés se visualizd por IFA y ensayos de western blot.

(Elmendorfetal.,, 2001; Singer et al,, 1998).

V. 7 Regulacion Negativa de Proteinas (generacion del anti-sentido)
Nucledtidos comprendidos entre las regiones 247-1246 y 402-1402
pertenecientes al ORF de hmtZ2 y set2, respectivamente, fueron amplificados utilizando
los cebadores hmt2-as_Fw, hmt2-as_Rv; set2-as_Fw, set2-as_Rv (Tabla 5.3). La banda
obtenida fue digerida por accién de las enzimas Notl y BamHI e introducida en el vector
pTub-HA en direccién opuesta resultando un vector anti-sentido que fue utilizado para

la inhibicién de GIHMT2 y GISET?2.
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La secuencia completa del ORF de hmt1 fue amplificada utilizando los cebadores
hmt1-as_Fw y hmtl-as_Rv (Tabla 5.3). La banda obtenida fue digerida por accién de
las enzimas Ncol y EcoRV e introducida en el vector pTubApa-H7-HApac (Figura 5.1)
en direccion opuesta resultando un vector anti-sentido que fue utilizado para la
inhibicion de la expresion de GIHMT1.

Los vectores pHMT1-AS, pHMT2-AS y pSET2-AS fueron empleados para la
transfeccion estable de trofozoitos de G. lamblia clon WB1267 produciendo células
deficientes de GIHMT1, GIHMT2 y GISETZ, las cuales se nombraron glhmt1-as, glhmt2-
asy glset2-as, respectivamente. La produccién de antisentido asi como la deplecién de
hmtl, hmt2 y set2 fueron confirmadas por PCR en tiempo real previo al resto de los

analisis.

Tabla 5.3: Secuencia de cebadores diseiiados para generar el silenciamiento de proteinas

Cebadores Secuencia (5°-3)

hmt 1-as_Fw CATTCCATGGTATAATCGAAGCTAAGCTCTTCA
hmt 1-as_Rv CATTGATATCATGGGCAAAGTAATGGCAATGAAG
hmt 2-as_Fw CATTGCGGCCGCAGGACCGTCATGAGTAGGGACGAT
hmt 2-as_Rv CATTGGATCCCTACCAAATTAAGAATCCATGGAC
set 2-as_Fw CATTGCGGCCGCCCAGATTGGCCTTTCGGAAGCGGC
set 2-as_Rv CATTGGATCCTATGAATCGCTTGGACAAGAGCAT

Fw: sentido; Rv: anti-sentido; CCATGG secuencia reconocida por Ncol;
GATATC secuencia reconocida por EcoRV; GCGGCCGC secuencia
reconocida por Notl; GGATCC secuencia reconocida por BamHI.

V. 8 Ensayos de Inmunofluorescencia (IFA)

Los trofozoitos se lavaron con PBSm (PBS 1X+medio de crecimiento al 1%, pH
7,4) y posteriormente se permitio la adherencia a portaobjetos (previamente tratados
con poli-L-lisina) a 37°C en camara humeda. Después de la fijacion con formaldehido al
4%, las células se lavaron y se bloquearon con PBS 1X conteniendo 10% de suero
normal de cabra (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) y Triton X-100 al 0.1%.
A continuacion, las células fueron incubadas con Ac especifico (anti-HA) diluido en
solucion de Ac (PBS 1X conteniendo 3% de suero normal de cabra y Tritén X-100 al

0.1%), seguido de incubacién con Ac secundario (anticuerpo de cabra anti-ratén)
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conjugado a Alexa-488, Alexa-546, FITC o Texas red. Para los casos en que fue necesario
se utiliz6 el Acm anti-CWP1. Para visualizar los nucleos de las células se utilizo el
colorante de ADN, DAPI (del inglés 4’6-diamidino-2-phenylindole) (Invitrogen
Corporation, Carlsbad CA, US) diluido en PBS a una concentracién de 1 pg/mlL, incubado
durante 1 min. La lista de anticuerpos utilizados se detalla en la Tabla 5.4. Por ultimo,
las preparaciones se lavaron y se montaron en medio de montaje Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, US).

La marcacion fluorescente se visualizé a través de un microscopio confocal
Olympus FV1000 motorizado (Olympus UK Ltd, Reino Unido), utilizando objetivos de
inmersion en aceite (NA 1,32) 63X o 100X. Los fluorocromos se excitaron usando un
laser de argén a 488 nm y un laser de criptén a 568 nm. DAPI se visualizé mediante
excitacion con luz ultravioleta utilizando un laser de argén 364 nm. Las hendiduras de
deteccion fueron configuradas para reducir al minimo cualquier cruce de sefial entre
los canales. Las imagenes de contraste diferencial de interferencia o DIC (del inglés,
Differential Interference Contrast) se recogieron simultdaneamente con las imagenes de
fluorescencia. Finalmente las imagenes fueron procesadas utilizando los programas
Image] y Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems).

Para los andlisis cuantitativos, las imagenes fueron expuestas y procesadas
idénticamente. Los datos fueron estadisticamente evaluados utilizando test de Student
y analisis de la varianza (ANOVA). Los graficos correspondientes al analisis de estos

datos fueron realizados con el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.).

Tabla 5.4: Anticuerpos utilizados en los ensayos de IFA

Anticuerpo Procedencia Dilucién Casa Comercial

Anti-HA Monoclonal de ratén 1:1250 Sigma (St Louis, MO, US)
AlexaFluor-488  Monoclonal de cabra 1:500 Molecular Probes, Eugene, Oregon, US
Alexa Fluor-546  Monoclonal de cabra 1:500 Molecular Probes, Eugene, Oregon, US
Texas Red-586 Policlonal de ratén 1:500 Cappel Laboratories

Anti-CWP1 FITC Monoclonal de raton 1:500 Waterborne, New Orleans, LA
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V. 9 Analisis de Colocalizacion Cuantitativa (QCA del inglés,

Quantitative Colocalization Analysis)
El andlisis cuantitativo de colocalizacion se realizé sobre imagenes obtenidas
por inmunofluorescencia y microscopia confocal, utilizando el paquete de

procesamiento de imagenes Fiji (http://fiji.sc/wiki/index.php/Fiji). La sefial de fondo

se corrigié usando un valor de umbral para todos los canales de manera de corregir la
seflal completamente. Posteriormente, se examind el coeficiente de correlacion segun
Manders (M). Los valores de M estan en el rango de 0 a 1,0. Si el analisis de la imagen
arroja como resultado un coeficiente de correlacién de 0,5, implica que en el 50% de los
pixeles, hay solapamiento. Un valor de cero, significa que no hay pixeles superpuestos.
Este coeficiente no es sensible a las limitaciones tipicas de las imagenes de fluorescencia
(Garcia Penarrubia et al, 2005; Zinchuk et al., 2007). Se considera que hay

colocalizacién en el rango de 0.7 a 1.0.

V. 10 Preparacion de extractos proteicos

Para detectar la expresion proteica de los vectores de expresion transfectados,
trofozoitos de las cepas glhmtl-ha, glehmtl-ha, glhmt2-ha y glset2-ha fueron
cosechados en PBS con inhibidor de proteasas al 2% p/v (Hoffmann-La Roche, Basilea,
Suiza) y lisados por ultrasonido con 15 pulsos de 10 s y 30% amplitud con intermitencia

de 2 s (Vibra-Cell, Sonics and Materials Inc, CT, US).

V. 11 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Se utilizaron 10 pg de proteinas totales de lisados de parasitos en solucién
amortiguadora de muestra o SAM (Tris-HCl 0,5 M pH= 6,8, SDS 10% p/v, azul de
Bromofenol 0,5% p/vy glicerol 20% v/v) en presencia o ausencia de 3-mercaptoetanol
5 mM, y se hirvieron por 10 min (Laemmli, 1970).

La separacién de las proteinas se realizé en geles de Bis-Tris al 12%-15%. La
electroforesis fue realizada utilizando el sistema BioRad Mini-Protean II, a potencial

constante de 200 V.
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V. 12 Ensayos de Western Blot

La transferencia de proteinas desde los geles a membranas de nitrocelulosa
(Amersham Hybond™ ECL™, Little Chalfont, UK) se realizd a corriente constante de 250
mA, por 2 h a4 2C (Trans-Blot® SD, Bio-Rad) en tamp6n Tris 20 mM, glicina 150 mM y
metanol al 20% v/v (Towbin et al., 1979). Finalizada la transferencia, las membranas
fueron bloqueadas con 5 % de leche en polvo con bajo contenido graso (Molico,
Nestle®) y Tween 20 al 0,1% v/v (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, US), en tampén TBS
(del inglés, Tris Buffered Saline) (25 mM Tris, 150 mM NaCl) por 1h en agitacién, a
temperatura ambiente.

Posteriormente, las membranas fueron incubadas con Ac de ratén IgG
especificos anti-HA (Tabla 5.5) diluidos en solucién de Ac (leche 1% p/vy Tween 20 al
0,1% v/v en TBS), durante 1 h a temperatura ambiente. Luego de tres lavados con TBS-
Tween 20 0,05% v/v, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario
(anticuerpo de cabra anti ratén) diluido en solucién de Ac, por 1 h a temperatura
ambiente. Luego de ese tiempo, las membranas fueron lavadas en TBS-Tween 20 al
0,05% v/v para la posterior deteccion.

Las proteinas se visualizaron utilizando el sistema de imagen infrarroja,

Odyssey®. Los controles incluyeron la omisidn del Ac primario y ensayos con células no

transfectadas.
Tabla 5.5: Anticuerpos utilizados en ensayos de Western Blot
Anticuerpo Procedencia Dilucién Casa Comercial
Anti-HA Monoclonal de ratén 1:1000 Sigma (St Louis, MO, US)
IRDye 800 Policlonal de cabra 1:10000 LICOR

V. 13 Extraccion, Purificacion de Histonas e Identificacion por

Espectrometria de Masas

A partir de 2 x 10° cél/mL, lavadas con PBS 1X frio, se purificaron las histonas de
los trofozoitos en crecimiento utilizando Histone Ultra-Pure Extraction Kit (ABCAM®),

segln instrucciones de fabricacion. El pellet inicial fue resuspendido en “Solucién de
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Pre-extraccion”, incubado 10 min y centrifugado a 1000 x g por 2 min a 4°C, descartando
el sobrenadante. A continuacién, el mismo procedimiento se realizé utilizando
“Solucion de Pre-extraccion suplementaria”, seguido de una centrifugacion a 10000 x g
por 2 min a 4°C, el sobrenadante fue removido. Finalmente, el pellet fue resuspendido
en “Solucion de Extraccién”, incubado por 30 min y centrifugado a 10000 x g por 2 min
a 4°C.

El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y neutralizado con “Solucién de
Neutralizacién”. La fraccién aislada de histonas fue almacenada a -80°C hasta su
posterior andlisis. Todas las incubaciones fueron realizadas en hielo. “Solucién de Pre-
extraccion” y  “Solucién de Extraccién” fueron suplementados con inhibidores de
proteasas y DTT (Ditiotreitol).

Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE) las
cuales fueron resuspendidas en SAM como se describe en la seccion V.11. Luego del
fraccionamiento, el gel se coloc6 en una solucién fijadora (40% metanol, 7% acido
acético) por 1 h con agitacién a temperatura ambiente. Subsecuentemente el gel fue
tefiido con solucion de azul de Coomassie R-250 (20% metanol, 0.5% acido acético,
0.2% Azul de Coomassie R-250 BIO-RAD®) durante 2 horas. Para eliminar el exceso de
colorante, se utiliz6 una solucién de destefiido (10% acido acético) a temperatura
ambiente con agitacidon fuerte hasta la 6ptima visualizacion de las bandas. Como
marcador de peso molecular se utilizd6 Polypeptide SDS-PAGE Molecular Weight
Standards (BIO-RAD®), para bandas inferiores a 26,6 kDa.

Las muestras obtenidas fueron liofilizadas y enviadas al Dr. Pawel Ciborowski
(Departamento de Farmacologia y Neurociencia Experimental, Universidad de
Nebraska, Omaha, EE.UU) para el andlisis por la técnica de alta resolucion ESI-LC-
MS/MS (del inglés, Electrospray lonization Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
en una configuracion de nano-spray (LTQ Orbitrap XL, Thermo Scientific, West Palm

Beach, FL, EE. UU.).

V. 13. 1 Propionilacion

La derivacion quimica de la muestra de histonas por propionilacion se realizé

siguiendo un protocolo descrito previamente (Garcia et al., 2007b). A partir de 5 pg del
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purificado de histonas se llevaron a cabo cuatro rondas de propionilacion, dos previas
y dos posteriores a la digestion con tripsina. Las muestras se secaron en un
concentrador SpeedVac y se disolvieron en 5 pul de bicarbonato de amonio 100 mM
(Sigma-Aldrich). Luego se llevaron a cabo los siguientes pasos: 1) Se agregaron 2 pl de
hidréxido de amonio (Sigma-Aldrich) a las muestras; 2) 20 pl de reactivo de
propionilacién nuevo (75% de anhidrido propidnico (Alfa Aesar) y 25% de Do-metanol
(Fisher Scientific) se agregaron a las muestras, se mezclaron por vértex y se
centrifugaron brevemente en una microcentrifuga; 3) el pH se ajusté a 8 con hidréxido
de amonio; 4) las muestras se incubaron a 51°C durante 20 min; 5) las muestras se
redujeron hasta 5 pl en un concentrador SpeedVac. Las muestras se diluyeron en 5 pl
de bicarbonato de amonio 100 mM. Los pasos 1-5 se repitieron una vez. A continuacion,
50 pl de bicarbonato de amonio 100 mM se agregaron a la muestras y se incubaron
durante la noche a 37°C con una relacion 1:20 (tripsina:proteina) de tripsina
modificada de grado de secuenciacion (Promega, Madison, WI, US). Se ajusté el pH a <3
con acido acético y las muestras se colocaron brevemente a -80°C para inactivar la
tripsina. Las muestras se redujeron a 5 pl y los pasos 1-5 se repitieron una vez. Las
muestras fueron diluidas en 5 pl de bicarbonato de amonio 100 mM. Las etapas 1-4 se
completaron por ultima vez, y los péptidos resultantes se secaron completamente en
un concentrador SpeedVac.

La primera ronda de limpieza de las muestras se realizé con cartuchos de
intercambio catidnico mixtos Oasis (Waters; Milford, MA). Los péptidos previamente
secados se reconstituyeron en 1 ml de acido férmico al 0,2%. El cartucho se equilibré
pasando 1 ml de metanol:agua (1:1) a través del mismo. La muestra se aplicd a la
columna y se lavé el cartucho con solucidn de lavado (metanol 5 % y acido féormico0.1
% en agua). Se realiz6 un segundo lavado con 1 ml de metanol al 100% (Fisher
Scientific). El péptido unido se eluyé con 1 ml de tampon de elucion (NH40H 28% y
metanol). Los péptidos eluidos se secaron completamente en un concentrador
SpeedVac. La segunda ronda de limpieza de muestras se realiz6 con puntas de pipeta.
Los péptidos fueron cuantificados en NanoDrop2000 (Thermo Scientific) a 280 nm y se

uso6 1 ug de cada muestra para el andlisis por espectrometria de masa.
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Anexos

Anexo I. Porcentajes de Identidad y Similitud de GIHMT1 con su homoélogo mas

cercano.

GIHMT1

SecID Identidad Similitud
hsa096028 40,59 62,43
mmuQ8BVES8 40,59 62,43
hsaQ9BYW?2 40,59 60,22
mmuE9Q5F9 40,59 60,22
aorQ2UTN6 40,59 60,22
cimQ1DUO03 42,06 60,77
gzeQ41B50 41,32 60,22
chaQ2H988 40,59 59,66
szp01402 41,32 61,87
yliQ6C5G5 39,11 58,01
dhaQ6BM04 39,85 59,11
cIbQ59XV0 39,11 58,56
umaQ4PBL3 37,63 59,11
dmeQ8MT36 40,59 60,77
hsaQ9NR48 37,77 59,11
mmuQ99MY8 37,77 59,11
pfa0004218 34,9 58,56
cpv0000427 35,94 45,3
tgo0002297 41,15 59,11
caeQ9INH52 34,04 55,8
Promedio: 39,3 59,0
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Anexo II. Porcentajes de Identidad y Similitud de GIHMT2 con su homoélogo mas

cercano.

GIHMT?2
SecID Identidad Similitud
btaQ2NL30 28,83 77,95
hsa043463 28,83 77,95
pabQ5RB81 28,83 77,95
mmu054864 28,83 77,79
xlaQ6NRES 28,83 78,44
dreQ6DGD3 27,6 77,63
mfaQ4R3EQ 25,76 77,14
ggaQ5F3W5 26,99 77,47
xtrQ28CQ7 26,38 77,14
dmeP45975 24,92 76,49
szp060016 23,24 76,98
hsaQ96KQ7 27,5 77,95
mmuQ9Z148 27,5 77,95
ath082175 25,62 77,47
athQ8VZ17 27,08 79,25
tva0035126 27,1 77,47
ath064827 25,67 77,79
rnoQ5I0MO 26,91 77,63
caeP34544 19,15 66,93
mmu088974 14,43 31,11
hsaQ15047 15,01 31,2
x1aQ6INA9 16,5 38,8
dreQ08BR4 17,3 48,4
dreQ1L8U8 18,57 64,6
x1aQ6YI93 13,76 52,0
tgo0002404 18,78 74,8
pfa0002122 16,36 74,8
Promedio: 23,5 69,7
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Anexo III. Porcentajes de Identidad y Similitud de GISET2 con su homélogo mas

cercano.

GISET2
SecID Identidad Similitud
tgo0007968 32,75 56,47
clbQ5ABG1 36,74 61,13
dhaQ6BKL7 36,74 61,13
cspQ6CIT4 37,45 61,65
agoQ75D88 36,04 61,65
cglQ6FKB1 36,04 61,13
sceP38827 34,62 60,62
yliQ6CEK8 33,21 61,13
ncrQ8X0S9 34,62 62,17
gzeQ415R3 34,62 61,13
aorQ2UMH3 37,45 62,17
aniQ5B0Y5 36,74 61,13
ggaQ5F3P8 37,45 62,17
ddiQ54HS3 37,45 62,17
athF4K1]4 32,50 58,54
dmeQ8IRWS8 33,33 60,10
dmeP20659 40,42 61,65
dviQ24742 41,13 61,65
mmuO008550 40,42 61,65
hsaQ9UMNG6 40,42 61,65
tva0031089 28,87 57,51
tva0011583 29,16 56,47
tva0008074 32,08 52,84
tva0026628 36,04 63,21
cpv0001450 41,25 61,65
tgo0003547 36,23 57,51
tva0003102 26,57 54,4
tgo0001216 27,87 41,45
Promedio: 35,3 59,5

Anexos
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Anexo IV. Ensayos de Western Blot utilizando un Acm anti-HA y IRDye 800 para
corroborar la fusion entre glHMT1 (A), gleHMT1 (B), glHMT2(C) y gISET2 (D) y HA. wt:
wild type.

A GIHMT1 wt

34 kDa-

Anti-HA + +

Anti-IgGm IR600 + +
B GleHMT1 wt
34105 —
Anti-HA + +
Anti-IgGm 'R800 + +
C GIHMT2 wt
e -
Anti-HA + +
Anti-IgGm 1R800 + +

D GISET2  wt

76 kDa - win—

Anti-HA + +
Anti-lgGm 'R800 + +
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Anexo V. Ensayos de PCR en tiempo real para analizar la disminucién en la expresion
de los genes hmt1, hmt2 y set2 en trofozoitos transgénicos glhmt1-as (A), glhmt2-as (B)
y glset2-as (C) respectivamente.

A B C
1.5 1.5 1.5
= — E * *
£ £ —— : —
= E E:
.g .g 1.0 g 1.0+
B g E
2 2 [
£ & 5
2 2 0.5- 2 0.5 T
% ;:: %
& & &
0.0- 0.0~ T
wt  glhmtl-as wt glhmt2-as wt glset2-as
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Anexo VI. Alineamiento multiple de secuencias de H2A, H2B, H3 y H4 de G. lamblia comparado con distintos organismos eucariotas.

Gris claro, conservacion de al menos 60% de aminoacidos; Gris oscuro, conservacidn de al menos 80% de aminoacidos y negro de al

menos 90%. La figura superior corresponde al extremo amino terminal de cada histona, y la figura inferior al extremo carboxilo

terminal.

H2A gl5080
HZA Hsapie
HZA Ggallu
H2A MusM

H2A Xenopu
H2ZA Danior
H2A Dmelan
H2A Celega
H2A Saccha
HZA Cryza
HZA Tgondi
HZA Plasmo
H2A Athali

H2A gl5080
HZA Hsapie
H2A Ggallu
H2A MusM

HZA Xenopu
H2A Danior
HZA Dmelan
H2A Celega
H2A Saccha
H2A Oryza
HZA Tgondi
HZA Plasmo
HZA Athali

a R6g gAPVY6aAVEOEYG AE6lelAgNaardnkk RI PrH6qlA6RnDeEL k1

Histona H2A

SAA-—-KASQ
MDAAGAGAGGKLKKG-ARAERKAEGPR—-K

60 * 80 * 100 * 120 * 140 * 160

]AARDNKFTPII‘RHL;L
]AAPDNEYTPTIFRHTQLHTFNWEFL

TAARDEKR
ARDNKKS PII‘ ,,,,,,,,,,,,,,

V eled =N SPARNSEIATK PAEE - - KATKS PV -~ - -KSPKKA
VTia GGV pn v1llpkk

124
129
129
130
130
142
124
127
132
159
135
132
150
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Histona H2B

H2B gl5080
H2B_Hsapie
H2B MusM

H2B_ Xenopu
H2B_Ggallu
H2B Danior
H2B Dmelan
H2B Celega
H2B_Saccha
H2ZB Athali
H2B Oryza

H2B Tgondi
H2B Plasmo

P T T P T
1
|
|

* 80 * 100 * 120 * 140 * 160
H2B_gl5080 : T I [EFIN T ESARK LYV I PGE T[@RIMESNFRINK A TS KR EE e : 120
H2B Hsapie : {——————| VNDIFERIACEASRLAENNKRET IMSREIQTAVRLLLPGE LAKHAVSEGT KAV TKYES ShGE Rl
H2B MusM : (- —————| ‘R AN ALK -— @ 126
H2B_ Xenopu : - ————- ) 1S NSET : R AN A AK-— ¢ 126
H2B Ggallu : MSERATAGavANy— ——- - - o 1S MNS W asEk-- : 126
H2B Danior : (—————— ) ; <RI T v v ‘RETIESREIQTAVRLLLPGE LAKHAVSEGTKAVTKETS SRCE !
H2B Dmelan : MAURSREATENG - —— - — ) ; 4] : ST IESREIQTAVRLLLPGE LAKHAVSEGCTKAVTKYTS St Nk
HZB Celega : MSASRENERN— - —— - — ) GV SEKEME 11 RETISSREICTAVRLILPGE LAKHAVSEGTKAVTKETS SiGE k)
H2B_ Saccha : MSSEERESAN—-— - — - ) TISAREIQTAVRLILPGELAKHAVSEGTRAVTKY S SS)Ne NENNIcH
H2B Athali : - ———— | ) BT ITSREICTAVRLVLPGE LAKHAVSEGTKAVTKETSS R, By
H2B Oryza : MKIURSENATANN- - —— - — ) 4| TIESREIOTEVRLVLPGE LAKHAVSEGTK AV TKETS S EEr Gt
H2B Tgondi : {—————— ) SIRKEME I MNSEINDIFBRLARE AR IRYN < KI8T LESSRE 1 QTAVRLLLPGE LEKHAVS EGT KAV TK YT TS Ry Nk
H2B Plasmo : i~ —— —— — OVHBINT GV TIRESMY I MNSE I NDIFBR LEEATR L8 TLSSREIQTAVRLLLPGELEKHAVSEGTKAVTKY IT LN bk

Y654VL4 thpdtGGB K M 66NSfeND Fedé6a Ea La ynKd Té6 s4el23av4L66PGE6adhavsEgt4Ae3K
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H3 gl50803
H3.2 Hsapi
H3.2 MusM
H3.2 Ggall
H3.2 Xenop
H3.2 Athal
H3.3 Danio
H3.3B Dmel
H3 Celegan
H3.3 Oryza
H3 Tgondii
H3 Plasmod
H3 Sacchar

H3 gl50803
H3.2 Hsapi
H3.2 MusM
H3.2 Ggall
H3.2 Xenop
H3.2 Athal
H3.3 Danio
H3.3B Dmel
H3 Celegan
H3.3 Oryza
H3 Tgondii
H3 Plasmod
H3 Sacchar

MARTKQTARKSTGGE
MARTKQTARKSTGGE
MARTKQTARKSTGE
MARTKQTARKSTGG
IARTKQTARKSTGE
MARTKQTARKSTGE
MARTKQTARKSTGE
MARTKQTARKSTGGE

MARTKQTARKSTGE

MARTKQTARKSTGG
MARTKQTARKSTING
MARTKQTARKSTGG

IKKY(

iSTELLIRKLPFQRLVREIAQD——FKTDLRFQSSAV“ALQE‘SEAYLVGLFEDTNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGE
IRRYQKSTELLIRKEPFQRLVREIAODEREKTDLREFQSEAV

KAPRKQLATKAAR
KAPRKQLATKAAR

KAPRKOLASKAARE

YOKSTELLIRKEPEFQR
IRKFQKS ELLIRKLPFQRLV

IRRYQKS

LLIRKEPFQRLVERETIAQD

IRRFQESTELLIRKLPFQRLVREIAOD

I1445QKSTeLL.IR41PFg4LVReIlaqgd

Histona H3

PHRERPGIVALRE
KPHARYREGEVALRE
PHRERPGIVALRE
{PHREREGIVALRE
{PHRYRPGEVALRE

PEITGGVKKPHRYKEPGEVALRE
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136
136
136
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H4 gl50803
H4 Hsapien
H4 MusM

H4 Ggallus
H4 Xenopus
H4 Dmelano
H4 Athalia
H4 Oryza
H4 Danior
H4 Celegan
H4 Tgondii
04 Plasmod
H4 Sacchar

H4 g150803
H4 Hsapien
H4 MusM

H4 Ggallus
H4 Xenopus
H4 Dmelano
H4 Athalia
H4 Cryza
H4 Danior
H4 Celegan
H4 Tgondii
H4 Plasmod
H4 Sacchar

Histona H4

MSGRGKGEKGEGKGGAKRHRKMERDNIQGITKPATIR
MSGRGKEGEKGRGKGEGAKRHRKMERDNIOGITKPATR
MSGRGKEGGKGHGKEGEGAKRHRKMERDNIOGITKPATIR
MSGRGKGGKGHGKEGGAKRHRKMERDNTIOGITKPATIR
MTGRGKEGEKGEGCKEEGAKRORKMERDNIQGITKPAIR

MSGRGKEEKGHGKBEAKRHRKVLRDNIQGI TKPATR
MSGRGKBEKGHGKEEAKRHRKMIRDNIQGITKPAIR
MSGRGKEEKGEGKEEAKRHRKMERDNIQGI TKPALR
MSGRGKEEKGHGKEEAKRHRKMERDNIQGITKPAIR
MSGRGKEEK GHGKEBEAKRHRKMERDNIQGI TKPATR
MSGRGKEEKGHGKEGAKRHRKILRDNIQGITKPAIR
MSGRGKEEKGHGKBEAKRHRKILRDNIQGI TKPATR
M3G4GKggKGLlGKggaKRHrK 14Dn6gGITKPAIR

40 * 60 * 80 * 100
RLARRGGVERISEEY I YQOERINY LKINFTLEMVLRDEILEYTEEHEORK TV IRIODVVYALKROGRT LY GE'GPS
RLARRGGVKRISGHIYEERRGVLEKMEILENVIRDEWVEYEREHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGEFGE
RLARRGGVERISGHIYEETRGVLKMELENVIRDEVIYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGE

RLARRGGVKRISGEIYEEERGVLKMELENVIRDERVEYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGEFGE
RLARRGGVKRISGHIYEEERGVLKMEFLENVIRDIAVEYTEHAKRKTVTAMDVVYALKROGRTLYGFGE
RLARRGGVKRISGHIYEEERGVLKMFLENVIRDIVEYTEHAKRKTVTAMDVVYALKROQGRTLYGFGE
RLARRGGVKRISGHIYEERFRGVLKEFLENVIRDERVEYTEHARRKTVTAMDVVYALKROGRTLYGFGE

RLARRGGVKRISGHIYEERRGVLKEFLENVIRDEWVEYEREHARRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGEFGE
RLARRGGVKRISGLIYEETRGVLKVFLENVIRDHVTYTEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGG
RLARRGGVKRISGLIYEETRGVLKVFLENVIRDHVTYEEHAKRKTVTAMDVVYALKRQGRTLYGFGG
RLARRGGVKRISGHIYEEMRGVLKMEFLENT TKDSVEYTEHARRKTVTAMD I VYR LKROGRTLYGFGE
RLARRGGVKRISGLIYEEIRGVLKVFLENVIKDSIMYTEHAKRKTVTAMDIVYELKRQGRTLYGFGG
RLARRGGVKRISGLIYEENREAVLKEFLEFVIRDEVEYEEHARRK TV TREDVVYALKRQGRTLYGFGE
RLARRGGVEKRISglIY22tRgVLK FLEn664D 6tYtEHa RKTVTa D6VYaLKRQGRTLYGFGg
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Anexo VII. Porcentajes de Identidad y Similitud de H2A, H2B, H3 y H4 de G. lamblia con
respecto al resto de los organismos.

H2A G. lamblia H2B G. lamblia
Identidad Similitud Identidad Similitud
H2A_Hsapiens 44.71 80.49 HZ2B_Hsapiens 40.83 82.05
H2A_MusM 41.46 78.23 H2B_MusM 39.17 82.09
H2A_Ggallus 43.09 81.45 H2B_Ggallus 40.83 83.33
H2A_Xenopusl 42.28 79.03 H2B_Xenopusl 38.33 84.21
H2A_ Danior 41.46 79.84 H2ZB_Danior 39.17 84.21
HZA_Dmelano 43.90 88.52 H2B_Dmelano 42.5 80.53
H2A_Celegans 43.90 83.61 H2B_Celegans 43.33 81.58
H2A_Saccharo 43.09 83.74 H2B_Saccharo 40.83 78.63
H2A_Athaliana 42.28 82.93 H2B_Athaliana 35.83 77.97
H2A_Oryza 43.09 84.55 H2B_Oryza 38.33 77.78
H2A_Tgondii 42.09 85.48 H2B_Tgondii 35.83 79.82
H2A_Plasmod 41.46 84.68 H2B_Plasmod 31.67 76.99
Promedio: 42.73%  82.71% Promedio: 38.88% 80.76%
H3 G. lamblia H4 G. lamblia
Identidad Similitud Identidad Similitud
H3_Hsapiens 56.85 70.37 H4_Hsapiens 75.76 89.90
H3 MusM 58.90 70.37 H4 _MusM 75.76 89.90
H3_Ggallus 58.22 70.37 H4_Ggallus 75.76 89.90
H3_Xenopusl 58.90 70.37 H4_Xenopusl 75.76 89.90
H3_Danior 60.27 71.85 H4_Danior 74.75 89.90
H3 Dmelano 59.59 71.85 H4 _Dmelano 74.75 86.87
H3_Celegans 56.85 70.37 H4_Celegans 74.75 88.89
H3_Saccharo 59.59 71.11 H4 _Saccharo 76.77 89.90
H3_Athaliana 60.27 71.85 H4 Athaliana 75.76 89.90
H3_Oryza 60.27 72.59 H4 Oryza 75.76 89.90
H3_Tgondii 59.59 73.33 H4_Tgondii 71.72 89.90
H3_Plasmod 60.27 71.11 H4 Plasmod 71.72 88.89
Promedio: 59.13% 71.29% Promedio: 74.91% 89.47%,
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