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Electron Microscopy

1,2-Di(dimethylamino)ethane
Componente 1 de la proteina telomerasa, del inglés Telomerase
protein component 1

Factor 1 de union a repetidos teloméricos, del inglés Telomeric
repeat-binding factor 1

Factor 2 de union de repetidos teloméricos, del inglés Telomeric
repeat-binding factor 2
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TERF2IP/Rapl

TINZ2

TMM

TOP2A

TOP3A

TPS53

TRITC

tRNA
WRN

XRCC3

Proteina 1 que interactia con el factor 2 de union de repetidos
teloméricos, del inglés Telomeric repeat-binding factor 2-
interacting protein 1

Factor nuclear 2 que interacciona con el factor 1 de unién a
repetidos teloméricos, del inglés Nuclear factor 2 that interacts
with Telomeric repeat-binding factor 1

Mecanismos de mantenimiento de los telémeros

DNA Topoisomerasa |l alfa, del inglés DNA topoisomerase
Il.alpha

DNA Topoisomerasa Il alfa, del inglés DNA Topoisomerasa |11
alpha

Antigeno tumoral celular p53, del inglés Cellular tumor antigen
p53

Tetrametilrodamina, del inglés Tetramethylrhodamine

Acido ribonucleico de transferencia

Helicasa dependiente de ATP del sindrome de Werner, del inglées
Werner syndrome ATP-dependent helicase

Proteina de reparacion del DNA XRCC3, del inglés DNA repair
protein XRCC3
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1. RESUMEN

Los telomeros son complejos de nucleoproteinas especializadas que protegen los extremos de
los cromosomas lineales de eucariotas de la degradacion y de su reconocimiento como dafio al
DNA. Los telémeros pueden cambiar entre estados cerrados (protegidos) o abiertos (en
replicacion) durante el ciclo celular. Cada estado se rige por una serie de interacciones con
factores especificos que pueden conducir a la célula a division celular, senescencia 0 apoptosis
en condiciones normales o en trastornos como el cancer. Dentro de estos factores se encuentra
el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) el cual se localiza en los telomeros durante las fases
Sy G2 del ciclo celular. Este complejo interacciona directamente con proteinas de union a los
repetidos teloméricos (TRF’s) contribuyendo a la formacion de la hebra lider rica en G. Asi
mismo, se ha encontrado que el complejo MRN es necesario para el alargamiento de los
telomeros mediado por la via Alternativa de Mantenimiento Telomérico (via ALT). Lavia ALT
se encuentra presente en células deficientes de telomerasa y dependiente de la recombinacion
homologa. En células donde la via ALT se encuentra activa, se ha detectado al complejo MRN
en los cuerpos APB, los cuales son agregados nucleares de proteinas, DNA telomérico y
cromatina. Diversos estudios en Entamoeba histolytica han demostrado la expresion de genes
involucrados en la HR como mrell. Ademas, este parasito se caracteriza por la ausencia de la
enzima telomerasa dentro de su genoma; sin embargo, se han encontrado genes que codifican
para tres proteinas similares a las TRF’s de Homo sapiens, como EhTRF-like I, ERTRF-like Il
y EhTRF-like Ill. Por lo tanto, en este trabajo se estudid la presencia de la via ALT en el
protozoario E. histolytica, mediante el estudio de la expresion y localizacion de la proteina
MREL11 involucrada en la HR. Mediante un analisis in silico se identificaron 51 de los 59 genes
descritos para la via ALT en este parasito. Asi mismo, por medio de microscopia confocal se
evidencid la co-localizacion de la proteina EhnMREZ11 con las proteinas EnTRF-like | y EnTRF-
like 111, confirmando su presencia en regiones nucleares que podrian corresponder a posibles
cuerpos APB. La sensibilidad al inhibidor VE-821 se ha empleado para estudiar la via ALT, es
por ello que en este trabajo se determind la ICso para E. histolytica, la cual fue 9.7 uM en
contraste con 0.5 uM de la linea celular Saos-2 (via ALT positiva) y 6.5 uM en células HelLa
(via ALT negativa). Finalmente, se analiz6 el efecto del inhibidor especifico de ATR, VE-821
en trofozoitos de E. histolytica y en la co-localizacion de las ERMREL1 con EhTRF-like |y
EhTRF-like 111. Nuestros resultados sugieren que el mantenimiento telomérico de este parasito
podria llevarse a cabo mediante la via ALT.
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2. ABSTRACT

Telomeres are specialized nucleoprotein complexes that protect the ends of linear eukaryotic
chromosomes from degradation and their recognition as DNA damage. Telomeres can change
between closed (protected) or open (in replication) states during the cell cycle. Each state is
governed by a series of interactions with specific factors and can lead the cell to cell division or
senescence, apoptosis under normal conditions or disorders such as cancer. One of these factors
is the MRN complex (MRE11-RAD50-NBS1) which is located in the telomeres during the S
and G2 phase of the cell cycle through direct interaction with Telomere repeat binding factor
(TRFs proteins), contributing to the formation of the leader strand rich in G. The ALT pathway
is present in telomerase deficient cells in which maintenance of telomeres is dependent on
homologous recombination. In cells with ALT pathway, the MRN complex has been detected
in the APB bodies, which are nuclear aggregates of proteins, telomeric DNA and chromatin.
Several studies in Entamoeba histolytica have demonstrated the expression of genes involved
in HR (MRE11, among others). In addition this parasite is characterized by the absence of the
enzyme telomerase within its genome, however interestingly genes encoding for three proteins
similar to Homo sapiens TRF's have been found, dubbed as EhnTRF-like I, Il and I11. Therefore,
in this work we studied the presence of the ALT pathway through the MRE11 protein. Initially
we performed an in silico survey to search for the genes involved in the ALT pathway, in this
parasite we identified 51 of the 59 that have been described for H. sapiens. The subcellular
colocalization of the ENMRE11 protein with EnTRF-like | and EhTRF-like 111 was evidenced
by confocal microscopy, confirming its presence in nuclear regions that could correspond to
possible APB bodies. The sensitivity to the VE-821 inhibitor has been used to study the ALT
pathway, in this work the 1C50 for E. histolytica was determined obtaining 9.7 uM in contrast
to 0.5 uM of the Saos-2 cell line ( positive ALT pathway) and 6.5 uM in HeLa cells (negative
ALT pathway). Finally, we analyzed the effect of the specific inhibitor of ATR, VE-821 in the
trophozoites of E. histolytica and in the colocalization of the EnMRE11, EhTRF-like I and
EhTRF-like I11 proteins. Our results suggest that telomeric maintenance of this parasite could

be carried out through the ALT pathway.
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3. INTRODUCCION

3.1 Telobmeros

Los telémeros son estructuras conformadas por nucleoproteinas, localizadas en los extremos de
los cromosomas lineales de las células eucariotas (Lee, M., et al., 2018). El DNA de los
telémeros es repetitivo y contiene una cadena rica en guanina denominada “G” (en humanos 5-
TTAGGG-3") y una hebra complementaria llamada cadena “C”, rica en citosinas. El extremo
3" de la hebra G se extiende para formar una estructura monocatenaria llamada extremo G, la
cual invade e hibrida con la hebra C proximal, para formar una estructura especial llamada t-
loop (Fig. 1). Es por ello que los cromosomas terminan en DNA satélite monocatenario, el cual
sirve como sitio de union al complejo proteico denominado Shelterin formado por las proteinas
TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POT1y RAP1, que actlan en conjunto para garantizar la proteccion
del extremo cromosémico (Oganesian, L., et al., 2009).
TRFI
TiN2 POTI
\\ TPPI

Shelterin
Cgé Rapl

o ( \. TRF2
‘ Centromero ) (}2\
.

Cromosoma

X

%
b
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Figura 1. Representacion estructural de los teldmeros. Los telomeros estdn compuestos por una region
bicatenaria de repeticiones TTAGGG y por una regién monocatenaria rica en G. Las proteinas TRF1 y TRF2 del
complejo Shelterin interactian directamente con la region bicatenaria. La proyeccion rica en G puede plegarse
sobre si misma e invade la region bicatenaria formando la estructura de t-loop y D-loop (Tomado de Lange, T., et
al., 2005)
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Los telomeros representan estructuras esenciales para las células ya que evitan la fusion
cromosOmica, mantienen la estabilidad cromosdmica y participan tanto en la meiosis como en
la mitosis. Sin embargo, su funcién méas notoria es la de servir como un reloj mitético que mide

y regula el nimero de las divisiones celulares (Hernandez, R., 1999).

Los telomeros se acortan en cada division celular antes de alcanzar un estado de senescencia
replicativa, llamado limite de Hayflick, en el que la célula ya no puede dividirse (Coluzzi, E., et
al., 2018). La estructura de t-loop probablemente se abre con la bifurcacion durante la
replicacion. Se ha sugerido que los telomeros de mamiferos se replican tardiamente en la fase
S, pero la resolucién del t-loop no parece desencadenar una respuesta de dafio al DNA. En la
fase S, la respuesta al dafio del DNA acoplado a p53 se atenUa, sugiriendo que la reparacion
depende de la sefializacion ATR. Esto ofrece una explicacion de por qué las células no se
detienen, debido a la exposicion de los telémeros después de la resolucion del t-loop. Los
telomeros son muy dinamicos durante el ciclo celular, ya que la union de las proteinas
teloméricas cambia a medida que avanza el ciclo; por ejemplo, durante la fase G2 se observa
una perdida de la proteina POT1, sugiriendo un cambio en la estructura de los telomeros
(Verdun, R., et al., 2005).

La funcion de los telomeros no solo se mantiene mediante una longitud minima de telomeros,
sino también mediante una modificacion de histonas, que definen la estructura telomérica
heterocromatica. Comunmente, los telomeros se asocian con marcas de modificacion de
histonas represivas caracteristicas, como H3K9me3 y H4K30me, y con proteinas especificas,
incluida la proteina HP1, la cual recluta a la cromatina por su afinidad a H3K9me3. Esto lo
indica que los telomeros se ensamblan en dominios de heterocromatina que son regiones de

cromatina condensadas donde se tiene un bajo contenido de genes (Coluzzi, E., et al., 2018).

3.2 Complejo Shelterin

Las proteinas teloméricas se organizan en un complejo de orden superior conocido como
complejo Shelterin. Este complejo tiene una gran especificidad para asociarse a los repetidos
teloméricos TTAGGG, asi como un papel crucial en la formacién de la estructura telomérica y
en el blogueo de proteinas que pueden dafiar a los telomeros. Sin embargo, cualquier alteracion

en la estructura y funcion las proteinas que conforman el complejo Shelterin puede conducir a
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respuestas de dafio al DNA indeseables y, por lo tanto, senescencia celular y muerte (Fig.1)
(Patel, T., et al., 2015). En los telémeros también podemos encontrar proteinas accesorias que
no forman parte del complejo Shelterin; por lo cual se han establecido algunos criterios para
distinguir los componentes del Shelterin, como su presencia en los telémeros a través del ciclo
celular, su funcion que se limita al mantenimiento de los telomeros, asi como su abundancia en

los extremos de los cromosomas y no en otras regiones (de Lange, T., 2005).

El complejo de Shelterin esta formado por un conjunto de seis proteinas (Fig. 2). Solo tres de
ellas mantienen contacto directo con el DNA telomérico; TRF1 (Telomeric repeat-binding
factor 1) y TRF2 (Telomeric repeat-binding factor 2) reconocen especificamente la porcion
bicatenaria del DNA telomérico, y POT1 (Protection of Telomeres Protein-1) interactda con el
DNA saliente G de cadena sencilla. El factor nuclear 2 que interactia con TRF1 (del inglés
TRF1-interacting nuclear factor 2, TIN2) y TPP1 son proteinas intermedias (Oganesian, L., et
al., 2009). La pieza clave del complejo es TIN2, que une TTP1/POT1 a TRF1 y TRF2. TIN2
también conecta TRF1 a TRF2 contribuyendo a la estabilizacion de TRF2 en los telémeros. La
sexta proteina, la proteina activadora represora 1 (RAP1), interactla exclusivamente con TRF2
(de Lange, T., 2005).

I £8u '”C-‘."ﬁtl ] GT ’
TCCCANTCOCARTCCTAATCCAATECCARTE S
TRF1  TRF2+ Rapt

Figura 2. Complejo Shelterin. Este complejo protege a los teldmeros de la sefializacion y reparacion del dafio del
DNA, se une al DNA telomérico mediante interacciones proteina-proteina. Las proteinas TRF1 y TRF2 se unen
especificamente al DNA bicatenario, mientras que POT1 reconoce al DNA monocatenario. TIN2 interconecta a
POT1 con las TRF's, estabilizando la estructura del complejo. Rapl es una proteina que interacciona directamente
con TRF2. (Tomado de Lange, T., et al., 2005)
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TRF1 (Factor 1 de union a repetidos teloméricos, del inglés Telomeric repeat-binding
factor 1). Es una proteina de aproximadamente 50 kDa, tiene un extremo N-terminal que
contiene una region &cida, un dominio de homodimerizacién denominado TRFH y un dominio
de unién a DNA (DBD) MYB en su extremo C-terminal, que se une a la secuencia telomérica
5-TTAGGG-3" (De Lange, T., et al., 2005). La proteina TRF1 es uno de los componentes mas
importantes del complejo Shelterin, se expresa de manera constitutiva en los telomeros a lo largo
del ciclo celular y esté relacionada con el proto-oncogen myb (Walker, J., et al., 2012). Esta
proteina regula negativamente la extension de los telomeros dependiente de la telomerasa,
debido a que restringe el acceso de la enzima al extremo telomérico. Ademas, previene la
activacion de las cinasas ATM y ATR. TRF1 puede presentar modificaciones postraduccionales,
como, PARsilaciones mediadas por las tanquirasas 1 y 2, ubiquitinaciones, SUMOilaciones por
la proteina MMS21 y fosforilaciones mediadas por AKT, ATM, CK2 (De Lange, T., et al.,
2005; Walker, J., et al., 2012).

Por otra parte, la proteina TRF2 (Factor 2 de union de repetidos teloméricos, del inglés
Telomeric repeat-binding factor 2) tiene un peso molecular de 59kDa, contiene un dominio
de homodimerizacion (TRFH), una region N-terminal rica en aminoacidos basicos y un dominio
de union a DNA (MYB) en su extremo C-terminal (Xin, H., et al., 2008). TRF2 es mejor
conocida por su papel en la regulacién de la formacion y estabilizacion de la estructura de t-loop
(Xin, H., et al., 2008). La eliminacion de esta proteina da como resultado la pérdida de los
salientes de los telomeros (De Lange, T., et al., 2005) y se ha visto que su sobreexpresion
promueve la recombinacion del DNA en los telomeros, lo que resulta en la induccion de la
eliminacion rapida de los telomeros y la formacion de circulos de telomeros (Walker, J., et al.,
2012). Asi mismo se ha encontrado que TRF2 inhibe la union de la proteina ATM y reprime la
respuesta de dafio del DNA. Al igual que TRF1l, TRF2 presenta modificaciones
postraduccionales como fosforilaciones y SUMOilaciones, mediadas por Chk2 y MMS21
respectivamente (De Lange, T., et al., 2005; Walker, J., et al., 2012).

Tanto TRF1 y TRF2 pueden ser SUMOilados por la proteina MMS21, un componente del
complejo SMC5/6, que participa en la reparacion y recombinacion del DNA. Se ha reportado
que en células que carecen de telomerasa, esta modificacion postraduccional es importante para

el mantenimiento de los telémeros mediante un mecanismo alternativo denominado via ALT,

[ 2




TESIS

ya que ayuda a promover el reclutamiento de los teloémeros a cuerpos APB y promueve el
alargamiento de los teldémeros mediante recombinacion homologa (Xin, H., et al., 2008; Walker,
J., etal., 2012)

Tabla 1. Proteinas que interaccionan con TRF1y TRF2 (Tomado deAbhyankar, M., et al., 2008)

Proteinas Actividad Proteinas Actividad
Unién a TRF1 Unién a TRF2

Tankirasa 1, 2 PARsilacion: Apollo Procesamiento de los
Proteccion y extremos cohesivos.
resolucion  de
reacciones  de
cohesion.

PINX1 Inhibicion de la Complejo ORC Proteccion  de  los
telomerasa. telomeros.

ATM Fosforilacion. ATM Inhibicion.
Regulacion de la
longitud del
telomero.

Ku70/80 Inhibicion de la Complejo MRE11 Procesamiento de los

Reparacion de la
longitud del
telomero.

extremos cohesivos en
telémeros
disfuncionales/longitud
telomérica.

FBX4/Nucleostemina Ubiquitinacion.  WRN/FEN1 Procesamiento de los
Degradacion extremos cohesivos.
PIN1/GNL3L Plegamiento vy Inhibicion de la
dimerizacion Ku70/80 Reparacion directa por
Homologia (HDR) junto
con Rapl, supresion de
los t-loops.
PNUTS Replicacion de  los
telomeros.
MCPH 1 Regulacion de la
longitud telomérica.
Otros Actividad Recombinante
ATR Desplazamiento XRC/RAD51/RTEL1 Mantenimiento de
de Potly TTP1 telomeros, puede inducir
la  delecion  rapida
(TRD).
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Asi mismo TRF1y TRF2 parecen ser parte del mecanismo que evita que se genere una respuesta
de dafio al DNA. TRF1 puede ser fosforilada por ATM (Ataxia Telangiectasia Mutada), lo cual
conduce a la alteracién de la capacidad de TRF1 para interactuar con el DNA. Asi mismo, el
complejo MRN, que funciona junto con ATM, también es importante para la regulacion de la
actividad de TRF1. La proteina TRF2 ademés recluta una gran variedad de proteinas
involucradas en la respuesta al dafio del DNA, como las nucleasas ERCC1/XPF, el complejo
MRN vy las helicasas BLM (Bloom sindrome RecQ helicase-like) y WRN (Wern sindrome RecQ
helicase-like) (Tabla 1). El reclutamiento de estas proteinas evita que los extremos de los
teldbmeros sean reconocidos como roturas del DNA por lo tanto las fusiones cromosomicas (Xin,
H., et al., 2008).

3.2.1 Proteinas asociadas al complejo Shelterin

Ademas de todas las proteinas descritas anteriormente, este complejo necesita de la interaccion
transitoria con una serie de factores para ejercer su papel sobre la funcion telomeérica (Fig. 3)
(de Lange, T., 2005). Las poli (ADP)- ribosa polimerasas, tankirasas 1y 2, se unen a TRF1, a
través de su dominio N-terminal, provocando una disminucién de la afinidad de TRF1 por el
DNA telomérico y su posterior degradacion, induciendo asi la elongacion del telomero (Cook.
B., etal., 2002).

Otras proteinas se encuentran asociadas a la proteina TRF2 y, generalmente, estan relacionados
con los sistemas de reparacion del DNA, o bien con el proceso de replicaciéon. ElI complejo
MRN, formado por MRE11, Rad50 y NBS1, tiene un papel esencial en la activacion de la ruta
ATM en respuesta a cierto tipo de dafio en el DNA, y también contribuye a la formacion del
extremo 3" de los telomeros (Deng, Y., et al., 2009). Se ha descrito que mutaciones en alguno
de los componentes de este complejo generan una disfuncion telomérica debido a la eliminacion
de TRF2.

Las proteinas WRN, BLM, y la endonucleasa FEN1, también interaccionan con TRF2. Estas
proteinas se encuentran implicadas en el procesamiento de los telomeros durante la fase S del
ciclo celular, y una disminucion de su actividad provoca la replicacion incompleta de los
telomeros (Opresko, P., et al., 2002; Saharia, A., et al., 2010).
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Figura 3.Proteinas que interaccionan con el complejo Shelterin. Este diagrama representa la mayoria de las
interacciones proteina-proteina conocidas con el complejo Shelterin. Dentro del circulo verde se encuentran las
proteinas que forman el complejo. Las lineas indican interacciones proteina-proteina, los puntos rojos indican
centros proteicos y los puntos amarillos indican nodos (Tomado de Xin, H., et al., 2008).
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3.3 Mecanismos de mantenimiento telomérico

Algunas células (células germinales, células madre y células cancerosas) pueden evitar los
mecanismos de activacion progresiva del acortamiento telomérico, siendo capaces de mantener
la longitud de sus telomeros. Estos procesos son conocidos como “mecanismos de
mantenimiento de los telomeros” (TMM) (Vitis, M., et al., 2018).

3.3.1 Telomerasa

La telomerasa es una enzima formada por un complejo proteina-acido ribonucleico, con
actividad transcriptasa reversa, que se encarga del mantenimiento de la longitud de los telomeros
por adicion de repeticiones de la secuencia telomérica TTAGGG en los extremos de los
cromosomas (Lee, M., et al., 2018). Se expresa principalmente y es activa en células germinales,
pero no en células somaticas. La expresion de la telomerasa en células sométicas puede conducir

a inmortalidad celular y eventualmente a cancer (Dey, A., y Chakrabarti, K., 2018).

La telomerasa estd formada por una subunidad catalitica denominada hTERT (telomerasa
reverse transcriptase), un componente RNA conocido como hTER (human telomerase RNA) y
una serie de proteinas especificas accesorias requeridas para su correcto funcionamiento (Zhang,
Q., et al., 2011). hTER actua como molde para la adicion de la secuencia TTAGGG, en el
extremo 3" del DNA telomérico. Su transcripcion por la RNA polimerasa I, y su posterior
procesamiento, genera un transcrito de 451 nucledtidos, en los que se encuentra una secuencia
5- CUAACCCUAAC-3" que codifica para las repeticiones teloméricas (Zhang, Q., et al., 2011)
(Fig. 4). Esta ribonucleoproteina también se regula de forma dependiente del ciclo celular, con
la ayuda de dos helicasas dependientes de ATP, pontina y reptina. Ambas se asocian con

hTERT, reduciendo asi la actividad catalitica de la enzima (Venteicher, A., et al., 2008).

Las proteinas TRF1 y TRF2 pueden restringir la funcion de la telomerasa, actuando
directamente sobre el alargamiento de los telomeros. Ademés, POT1 posee un dominio de unién
telomérico en su extremo N-terminal, el cual puede ocasionar una inhibicién en cis de la
telomerasa (Diotti, F., et al., 2011). EI complejo Shelterin también reprime las respuestas al

dafio del DNA,; el agotamiento o la pérdida de la funcién de sus componentes, conduce a la
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activacion de las respuestas, ATM o ATR, la detencion del ciclo celular y la inestabilidad
cromosomica (Diotti, F., et al., 2011).
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Figura 4. Mecanismo de accion de la telomerasa durante el mantenimiento telomérico. (a) La telomerasa
utiliza su molde de RNA para la transcripcién inversa de repeticiones teloméricas en los extremos 3"de los
cromosomas. El extremo 3 ' del DNA se alinea con el extremo 3 ' del molde, para permitir la sintesis de la
repeticion de los telémeros. Después de la sintesis de una repeticién (GGTTAG en humanos), para que se inicie
una nueva adicién de nucleétidos, se da una translocacién de la telomerasa. (b) El niicleo RNP de la telomerasa
humana (formada por las proteinas TERT, TR, H/ ACA scaRNP), es reclutado a los telémeros por el complejo
Shelterin. La interaccion CST con TPP1-POT1 inhibe la actividad de la telomerasa. (Tomado de Chan, H., et
al., 2018).

Aproximadamente el 90% de los canceres humanos consiguen contrarrestar el desgaste gradual
de los telomeros, mediante la activacion de la enzima telomerasa, el 10% restante utiliza
mecanismos de mantenimiento de la longitud telomérica basados en la recombinacion
homologa, conocidos como mecanismos ALT (del inglés Alternative Lengthening of Telomeres)
(Bryan, B., etal., 1997).
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3.3.2 Alargamiento Alternativo de los Telomeros (Via ALT)

La via alternativa de alargamiento de telomeros (ALT) implica la replicacion dirigida por
recombinacion homdéloga del DNA telomérico (Fig. 5) (Oganesian, L., et al., 2009). Ademas,
se ha comprobado que esta via es utilizada por aproximadamente el 10% de los tumores

humanos y en mayor proporcion por algunos tipos de sarcomas (Royle, N., et al., 2008).

7N Recombinacion basada en ALT
K =
e
Telomero
descubierto

Recombinacion telomérica incrementada
Co-localizacion de los telomeros y PML (APB)
Longitud de los telomeros heterogénea

Figura 5.Mecanismo de accién de la via ALT. Se ilustra el complejo Shelterin en el telémero (lineas de color
verde), el cual cuando queda al descubierto permite la recombinacion mediante la via ALT. En las células que
presentan este mecanismo, los telomeros se alargan usando como molde, para la nueva sintesis de DNA, secuencias
teloméricas de cromosomas adyacentes. Las células ALT positivas se caracterizan por tener telémeros
heterogéneos (Tomado y Modificado de Blasco, M. A. 2007).

3.3.2.1 Caracteristicas de las células que presentan la via ALT

La recombinacion telomérica como consecuencia de la actividad ALT puede ocurrir en
repeticiones variadas dentro de la region telomérica. Las caracteristicas de las células ALT
humanas incluyen mantenimiento telomérico independiente de telomerasa y gran

heterogeneidad del tamario de los telémeros desde indetectables hasta anormalmente largos,
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ya que el TTAGGG duplex se repite con colas G monocatenarias (Henson, J., et al., 2002).
Ademéas de estas caracteristicas, las células ALT presentan secuencias teloméricas extra
cromosomicas detectadas en muchas formas; principalmente como circulos bicatenarios
(ECTR), mientras que los circulos monocatenarios (circulos C o G) también son abundantes.
Por otro lado, el modelo de mantenimiento telomérico que se lleva a cabo por recombinacion
homéloga (HR), es un mecanismo importante para generar diversidad genética. EI elemento
central de la HR es el emparejamiento homdlogo y el intercambio de cadenas de DNA
(Bhattacharya, A., et al., 2013; Oganesian, L., et al., 2009) (Fig. 6).

Los circulos ECTR podrian ser el subproducto de la resolucion de las uniones del bucle del
telomero (t-loop), realizada por enzimas de recombinacion. Este proceso podria dar como
resultado circulos ECTR y teldbmeros truncados (Arnoult, N., et al., 2009). Aunque en las células
ALT, los circulos ECTR se detectan en cantidades significativamente mas altas, que en las
células normales. En las células humanas, esta reaccion depende de los factores de
recombinacion del sindrome de rotura de Nijmegen 1 (NBS1) y XRCC3, mientras que se
suprime por el dominio basico de TRF2 (Nittis, T., et al., 2007). Por otro lado, los circulos
monocatenarios (circulos telomeéricos que consisten en una cadena rica en C esencialmente
completa y cadena rica en G incompleta) parecen estar involucrados de una manera mas directa
en el mecanismo de la via ALT. Se ha observado una correlacion entre la actividad de ALT y el
numero de circulos monocatenarios, con una estimacion aproximada de 1,000 circulos por
célula ALT positiva. Los circulos monocatenarios son posiblemente generados por la
degradacion nucleolitica de la cadena rica en G de los t-loop, una hipotesis que requiere mayor

investigacion (Boutou, E., et al., 2013).

Otra caracteristica bastante comun es la formacion de cuerpos nucleares de leucemia
promielocitica (PML) asociados a ALT, denominados cuerpos APB. Los cuerpos APB son
estructuras macromoleculares que se consideran como indicadores de la actividad de la via ALT,
ya que contienen DNA telomérico, telémeros y proteinas de reparacion y recombinacién de
DNA, como el complejo MRN, Mus81 y la via de sumoilaciéon SMC5 / 6 (Nabetani, A., et al.,
2011). Ademas, otras proteinas que se requieren para la via ALT, incluyen isoformas de la
proteina HP1 de heterocromatina las cuales también forman parte de los cuerpos APB vy
proteinas del complejo Shelterin como TRF1 (telosoma), TRF2 (TERF2), POT1, TIN2 (TINF2)
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y RAP1 (Naderlinger, E., et al., 2017). En las células que expresan la via ALT, TRF1 funciona
como mediador positivo de la recombinacién homologa y su pérdida afecta la formacion de los
cuerpos APB (Florence, R., et al., 2016). Las células somaticas normales tienen niveles
sustancialmente més bajos de DNA telomérico extra cromosomico que las células ALT. Por lo
tanto, la via ALT resulta de la pérdida de una funcion telomérica normal. La identidad de los
factores que normalmente reprimen esta via es desconocida, pero hay algunos indicios que
sugieren que las proteinas del complejo Shelterin TRF2 y POT1 pueden regular la actividad de

otras proteinas que se localizan en los extremos del cromosoma (Palm, W., et al., 2008).

En las células ALT positivas, las proteinas del complejo Shelterin se unen no solo al DNA
telomérico en los extremos del cromosoma sino también al DNA telomérico extra cromosomico.
La cantidad total de DNA telomérico en las células ALT aumenta significativamente, mientras
que los niveles totales de TRF2 parecen ser ligeramente mas bajos o sin cambios (Cesare, A. J.,
et al., 2009). Las proteinas MRN, WRN, MUS81, FEN1 y TOP3A interaccionan con TRF2, lo
que sugiere que la reduccidn de la saturacion relativa de TRF2 puede limitar el control sobre
estas proteinas en los telomeros cromosomicos. Por lo tanto, la reduccion y la saturacion de la
proteina TRF2 en los telomeros podria ser la causa y/o consecuencia de la via ALT. También
se ha sugerido que el estado epigenético de la region sub-telomérica puede controlar la

recombinacion telomérica (Blasco, M., 2007; Naderlinger, E., et al., 2017).

En las células que dependen de la ruta ALT para el mantenimiento de los telomeros, la pérdida
de DNA telomérico debido a la replicacién y el procesamiento se contrarresta principalmente
después de la replicacién a través de eventos de recombinacion inter e intramoleculares. Se cree
que la alineacion de las cromatidas permite la invasion del saliente 3' de una cromaétida en la
region duplex de su hermana, que luego podria servir como molde para la copia de telémeros. Si
la alineacion es asimétrica, la elongacion desigual de los telomeros de una cromatida ocurriria
a expensas de la otra, dando lugar a telémeros extremadamente largos y cortos, que son tipicos

de las células en las que la via ALT esta activa (Fig. 6) (Oganesian, L., et al., 2009).
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Intercambio de cromatidas hermanas
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poTIA ™ I

L T e ——

ARARARR R R AR

B) 0)

Recombinacién homéloga Resolucién del Hoap

TRF2 basic dorna-n

. 2 P{}T'IA

=
N o —

s

NBS1, XRCC3

Figura 6. Mecanismos de recombinacién en las células ALT. A) Intercambio de cromatidas hermanas. La linea
roja representa la secuencia TTAGGG vy la linea azul la secuencia CCCTAA. Después de la replicacién
semiconservativa del DNA (las lineas punteadas representan DNA recién sintetizado), la recombinacion homoéloga
puede conducir a intercambios post-replicativos. B) La recombinacion homologa en células ALT requiere de la
invasion de la cadena por un voladizo del teldmero adyacente, seguido de la extension de la cadena invadida por
DNA polimerasas (linea punteada roja). La cadena rica en C se complementa (linea punteada azul), resultando en
un alargamiento telomérico. C) Resolucion del t-loop. La resolucién inadecuada da como resultado la formacién
de los circulos ECTR y telomeros truncados con un tamafio heterogéneo. En células de mamifero, la resolucion del
t-loop estd mediada por las proteinas NBS1 y XRCC3, interaccionando directamente con el dominio basico de
TRF2 (Tomado de Oganesian, L., et al., 2009).
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3.3.3.1 Cuerpos de Leucemia Promielocitica asociada a ALT (APB)

Los cuerpos APB son agregados nucleares de proteinas que, a pesar de no estar relacionados
generalmente con telémeros, muchas lineas tumorales negativas a telomerasa los presentan
asociados a la via ALT (APB). Estos cuerpos ademas, incluyen DNA telomérico y cromatina
(Nabetani, A., etal., 2011).

Los cuerpos APB contienen muchas proteinas implicadas en la replicacién, recombinacién y
reparacion del DNA (Tabla 2) (Fig. 7) (Chung, I., et al., 2011). Entre estas proteinas se
encuentran PML, SP100, SUMO vy proteinas asociadas a la repeticion de los teldmeros como
TRF1, TRF2, POT1 o RAP1, asi como la variante de la histona fosforilada H2A.X (YH2A.X),
la helicasa BLM similar a RecQ, la proteina HP1 de heterocromatina y proteinas del
mantenimiento estructural del complejo cromosomico (SMC5/ 6), incluyendo a la ligasa SUMO
E3 MMS21. Ademas, las proteinas implicadas en la recombinacion homologa se localizan en
los cuerpos APB, como por ejemplo la endonucleasa MUS81, la proteina de replicacion A
(RPA), RAD51 y RADS52, la proteina de susceptibilidad al cancer de mama 1 (BRCAL) y el
complejo MRN que consiste en NBS1, MRE11 (proteina de recombinacion meidtica 11) y
RAD50 (Chung, 1., et al., 2012).

Debido a su capacidad para enriquecer ciertas proteinas y / 0 mejorar su actividad, los cuerpos
APB pueden promover la replicacion y / o la extension de telomeros mediada por recombinacion
homologa. Alteraciones en la formacion de estos cuerpos, conduce al acortamiento de los
telomeros en las células ALT, sugiriendo que los cuerpos APB estan implicados en la actividad
de la via ALT (Florence, R., et al., 2016). Diversas investigaciones sostienen fuertemente que
los cuerpos APB tienen un rol funcional en el mantenimiento telomérico. En primer lugar, la
aparicion de los cuerpos APB es un marcador para la identificacion de tumores humanos que
utilizan el mecanismo ALT. En segundo lugar, la interrupcion de los cuerpos APB mediante el
secuestro del complejo MRE11-Rad50-NBS1, da como resultado un acortamiento de los
telomeros (Chung, I., et al., 2012).
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Tabla 2. Proteinas de los cuerpos APB involucrados en la via ALT (Tomado de Nabetani, A., et al., 2011)

Name Tesn®  Remarks

33BP1 LK DDR

ATM™ L DDR: PIKK

ATR LK DDR; PIKK

BLM LK DSBR; Rec()-like hebioase

BRCAI L HR: breast cancer |

Cdk2 L Cell oycle; CDK

COURTFI L Unknown; orphan nuclear
receptor

COURTFX L Usknown; orphan audear
receplor

ERCCI L Excison repair; endonodease

FANCA K DSBR

FANCD2 LK DSBR

FANC) L DSBR; strocterc-speaific DNA
hebease

FANCL K DSBR; E3 ubaqustin bgase

FENI K Repbaation; flap endonudease

-HIAX L DSB marker; phosphorylated
HIAX

haRNP A2 L Regulator of sphang haRNP

HUSI L DDR; 911 PCNA-Eke clamp

HPlx LK Heterochromatin

HPIp LK Heterochromatin

HPLy LK Heterochromatin

HSP50 L Heat shock protein

MDCI L DDR

MMS2I LK DDR: E3 SUMO lsgase in
SMCi 6

MREIL LK HR: MEN complex subunit

MUSSI LK HR: structure-specific
endoouckase

NBSI LK HE: MEXN complex subunit

NXP2 L PML body

p2l LK Regulator of growth; CDK
inkabitor

pil LE* Tumower suppression: trans
scaption factor

PARP2 L DSBR: poly (ADP-ribosc)
polymerase

PCNA LK Repbaation; damp

PML LK PML body

POTI L Sheltenn; ss welomere DNA
binding

RADI L DDR: 9-1-1 PCNARke clamp

RADY L DDR; 9-1.1 PCNA-Eke clamp

RADIT L DDR; chromatin bader for
9el-1 clamp

RADS0 LK HR: MEN complex subanit

RADSI LK HR: RecA-like, strand ex-
chanpe protecin

RADID LK HR: resolution of Holliday

RIP130 L Transcripiion: co-regulator

RPA32 LK Repboation and HE; ss DNA
binding

RPATD LK Repboation and HR: 55 DNA
binding

SMC3 LK DDR; structural maintenance
complex

SMOH L DDR; strtural maintenance
complex

Sp- 100 LKE PML body

STNI L Tdomeres; ss DNA bundmg
CST complex

TEPI L Telomere

TFs L Usknown; orphan nudear
receptor

TIN2 LK Sheltenin

Name Tests® Remarks

Topollz L DNA structure; loposomenase,
type 1l

Topelllz LK DNA structure; lopomomenise,
type IA

TRF1 LKk Shelienin; ds tclomere DNA
binding

TRF: LK Shelierin; ds telomere DNA
bending

WRN LK HR: RecQ-like heboase and
muckase

XPF L Excision repair; endonuclease

XRCC? K HR. resolution of Holbday

Juncton

J
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3.3.3.2 SUMOilacion

La sumoilacion es una modificacion postraduccional mediante la cual algunas de las proteinas
celulares son covalentemente modificadas en sus residuos de lisina mediante la adicion de un
péptido (11 a 20 kDa) llamada SUMO (Potts, P., & Yu, H., 2007). Muchos componentes de los
cuerpos APB estdn SUMOQilados. La presencia de varias proteinas SUMOiladas y de union a
SUMO en los cuerpos APB, ha llevado a proponer que los cuerpos APB son sitios de
almacenamiento celular para proteinas SUMOiladas (Fig. 7). En particular, la proteina MMS21
del complejo SMC5/6 estimula la SUMOQilacién de cuatro de las seis proteinas del complejo
Shelterin (TRF1, TRF2, TIN2 y RAP1). La SUMOilacion de estas proteinas puede alterar su
estabilidad y la union entre ellas, conduciendo al desensamblaje del complejo, desprotegiendo
a los telomeros y facilitando la recombinacion homdloga en las células ALT (Draskovic, 1., et
al., 2009). Por otra parte, el complejo SMC5/6 interactia directamente con el complejo MRN
para la formacién de cuerpos APB, aunque se desconoce el mecanismo por el cual promueve la
formacion de ellos (Potts, P., & Yu, H., 2007).

Proteinzs de -
racombinacion y reparacion

Figura 7.Componentes proteicos de los cuerpos APB. Los cuerpos APB son estructuras intranucleares
dindmicas compuestas por proteinas como PML, Sp100, miembros de la familia SUMO (SMC5 / 6), el complejo
MRN (MRE11-Rad50-NBS1), y el complejo Shelterin, entre otros. Estos cuerpos son esenciales para una variedad
de funciones celulares, que incluyen la regulacién transcripcional, crecimiento celular, respuesta antiviral,
senescencia celular, recombinacién homologa y reparacion del DNA. Los cuerpos APB contienen ECTR’s unidos
por TRF2 y TRF1, que a su vez interactian con otras proteinas involucradas en la recombinacion del DNA
(Tomado de Boeck, G, et al., 2009).
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3.4 Complejo MRN (MRE11-Rad50-NBS1)

El complejo MRN participa en el mantenimiento de los telémeros, principalmente a través de
su asociacion con la proteina TRF2 del complejo Shelterin (Zhu, XD., et al., 2010). Ademas, se
ha demostrado que la pérdida del complejo MRN reduce la longitud de la cadena rica en G de
los telémeros, lo que podria inhibir la formacion adecuada del t-loop, desestabilizando al
telomero. También se ha demostrado que el alargamiento de los telémeros en las células
cancerosas mediante la via ALT, depende de MRN (Nabetani, A., et al., 2011).

MRN consta de dos subunidades de unién a ATP Rad50, dos subunidades MRE11 (endo y
exonucleasa) y la subunidad de acoplamiento reguladora NBS1, la cual es especifica de los
organismos eucariotas. La proteina Rad50 pertenece a la familia encargada del mantenimiento
estructural de los cromosomas SMC, y forma parte de las cohesinas que organizan y unen el
DNA entre cromatidas hermanas (Lafrance-Vanasse, J, et al., 2015). Se caracteriza por tener
una region en forma -helicoidal “coleid-coil”, donde sus regiones N-terminal y C-terminal se
asocian de forma antiparalela, separando las cabezas globulares formadas por el dominio Walker
Ay B (AAA_23) e importantes para su union a nucleotidos y los dominios de ATPasa. A cada
lado de los dominios Walker, se encuentran las regiones de unién a MRE11 (Fig. 8). En el centro
de la region “coleid-coil” se encuentra el dominio conservado del dedo de Zinc (Zn-hook), a
través del cual se pueden unir las dos subunidades de Rad50 (homodimerizacion) de manera
dependiente de Zinc (Fig. 8) (Syed, A., et al., 2018).

La proteina MRE11 tiene un dominio nucleasa en su extremo N-terminal y dos motivos de union
al DNA, uno en la region central y otro en su extremo C-terminal. En esta region se encuentra
el dominio Gar, que son repetidos de glicina-arginina, el cual ayuda a regular su actividad 3"-
5" exonucleasa (Lafrance-Vanasse, J, et al., 2015). En esta misma region se encuentra el
dominio de unién a Rad50. La region N-terminal de MRE11 es importante para la interaccion
con la proteina NBS1 y para su localizacion nuclear (Fig. 8). Asi mismo, en esta regién se
encuentran los motivos de dimerizacion, los cuales ayudan a unir las dos subunidades. Esta
forma homodimérica es necesaria para una correcta union al DNA, asi como para la funcion
basica del complejo MRN (Williams, R., et al., 2008) La actividad de nucleasa de MRE11 es
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dependiente de ATP, de la presencia de NBS1 y de la estimulacién por parte de Rad50 (Syed,
A, etal., 2018).

Por otra parte, la proteina NBS1 también conocida como Nibrin, no tiene actividad enzimatica
y regula las funciones del complejo MRN. Esta proteina se encuentra divida en 3 regiones
funcionales. La primera es la region N-terminal en la cual se encuentra el dominio FHA y dos
dominios adyacentes de BRCT. El dominio de FHA se une a residuos fosforilados de treonina
de proteinas que participan en el dafio del DNA. La segunda region corresponde a la zona
central, donde se encuentran los motivos SQ. Por ultimo, la tercera region corresponde al C-
terminal, que contiene el dominio de interaccion con MRE11 y el dominio por el cual
interacciona y recluta a ATM (Fig. 8) (Kijas, A, et al., 2015).

El complejo MRN est4 formado por dos subunidades MRE11, con actividad exonucleasa, que
interactian con las regiones “coleid coil” de las dos subunidades Rad50, formando un
heterotetramero (Lamarche, B., et al., 2010). De esta manera el complejo MRN detecta y se une
a las DSBs. También, puede enlazar dos moléculas de DNA, mediante los dominios “coleid
coil” de Rad50. Ademas, las dos subunidades de NBS1 se unen para completar el
heterohexamero, de modo que la proteina NBS1 actia como proteina adaptadora muy flexible,
interactuando con H2Ax y ATM vy, desencadenando la via de reparacion DSB (Fig. 8)
(Williams, R., et al., 2008; Kijas, A., et al., 2015).

Las funciones principales del complejo MRN son:

e Union al DNA
e Activacion de las rutas de sefializacion para detener el ciclo celular y reparar el DNA.
e Participacion en la recombinacion homologa

e Mantenimiento telomérico

Este complejo es uno de los primeros en unirse a las roturas de doble cadena en el DNA de
manera independiente de ATM (Williams, R., et al., 2008). Esta unién se lleva a cabo por la
nucleasa dependiente de Mn?>* MRE11 y la ATPasa Rad50, que se unen a los extremos dafiados
de DNA. ATM y el complejo MRN son reclutados en los sitios de lesion del DNA; inicialmente

ATM se une directamente al DNA y luego se asocia al complejo MRN, a través de la proteina

[ 38




TESIS

NBS1. ATM fosforila a NBS1 en los residuos de serina 278 y 343, lo que contribuye a la
activacion de otras proteinas involucradas en esta ruta de sefializacion (Wen, J., et al., 2013).

Coiled-coil domain

~ N\
poe 23 % RAD50
"~ 0
‘. ?‘ - jl%
‘ : :

dsDNA

Figura 8.Estructura del complejo MRN (MRE11-Rad50-NBS1). Se muestra la estructura tridimensional del
complejo MRN y el DNAdSs, basado en estructuras de cristal parciales derivadas experimentalmente. MRE11:
naranja, Rad50: verde y NBS1: azul. El dedo de Zn enlazado alostéricamente se resalta en el recuadro, junto con
los motivos CxxC (rojo) en dos mondémeros Rad50 (Tomado de Syed, A, et al., 2018).

Debido a que en la via ALT esta implicada en la replicacion por recombinacion homéloga del
DNA telomérico, esta se asocia con el complejo MRE11-Rad50-NBS1, que convierte la energia
de unién a DNA, ATP y proteinas asociadas, en cambios conformacionales que controlan las
actividades de nucleasa (Chang, E., et al., 2019). MRN se une al DNA y actla como un sensor
de dafio ademas, se encarga de activar las cascadas de las cinasas ATM y ATR. Este complejo
es importante en la fase inicial de la respuesta DDR, lo que lleva al procesamiento de la ruptura
y lareseccién de los 5 a cada lado del dafio, dando como resultado un sustrato para que se lleve

a cabo la recombinacion homologa (Diotti, R., et al., 2011). La exonulceasa MRE11 actta en
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asociacion con la proteina CtLP fosforilada (Sae2 en levadura). La presencia de la nucleasa 5"-
3-, EXO1 junto con BLM 0 WRN, promueve la reseccion del DSB para generar sSSDNA 3°, que
constituye un paso fundamental para la HR. Los salientes de ssSDNA 3resultantes se recubren
de la proteina RPA. El ssDNA recubierto de RPA puede activar una segunda ruta de punto de
control: la sefializacion de ATR. EI complejo MRN con RPA y ATR organiza la proteccion,
remodelacion y el reinicio de las horquillas de replicacién (Syed, A., et al., 2018)

Las mutaciones en cualquiera de los genes que codifican para los componentes del complejo
MRN, causan graves consecuencias en los humanos. Mutaciones de la linea germinal,
en MRE11 NBS1 o RAD50, causan un trastorno similar a la ataxia-telangiectasia (AT)
(ATLD), el sindrome de rotura de Nijmegen (NBS) o un trastorno similar a la NBS (Bressan,
DA, etal., 1998; Syed, A., et al., 2018).

3.4.1 MRE11 en Homo sapiens

MRE11 es una proteina altamente conservada de 70-90 kDa, compuesta por un dominio de
fosfoesterasa N-terminal dependiente de Mn?*/Mg %" y dos dominios distintos de unién a DNA
en su extremo C-terminal (Fig. 9). Sus principales funciones son: detectar el dafio en el DNA,
formar un puente entre las moléculas de DNA implicadas en la recombinacién homologa
durante la reparacion meiotica y mitética; el mantenimiento de la longitud telomérica; y la
reparacion de roturas de doble cadena de DNA, ya que tiene actividad exonucleasa 3" a 5" y
actividad endonucleasa de DNA (Syed, A., et al., 2018). En su sitio activo, tiene cinco
histidinas, dos acidos asparticos y unas asparaginas que coordinan dos iones Mn?*y son
importantes para la catalisis. Su dominio central, ayuda a discriminar entre sustratos de sSSDNA
y dsDNA vy esté involucrado en la orientacidn del sustrato dentro del sitio activo. EI dominio C-
terminal de esta proteina se predice como flexible, excepto por una pequefia region que forma
hélices a, la cual interactGa con la base de la region coiled-coil de Rad50. El resto del dominio
C-terminal es responsable de las interacciones proteina-proteina y proteina-DNA y esta sujeto
a modificaciones postraduccionales como fosforilaciones y SUMOilaciones, asi como a

metilaciones de arginina (Lafrance-Vanasse, J., et al., 2015; Syed, A., et al., 2018) (Fig. 9).
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Nbst Rad50
binding binding

Figura 9.Estructura de la proteina MRE11. A) Esquema de los dominios conocidos para la proteina
MRE11: dominio fosfoesterasa en el extremo N- terminal (azul), dominios de unién al DNA en el C-terminal
(verde) y dominios de unién a otras proteinas del complejo MRN. B) Estructura tridimensional de MRE11
(PDB: 3T1l) (Tomado de Syed, A., et al., 2018).

MRE11 es una proteina que juega un papel central en la activacion eficiente de la cinasa ATM,
que a su vez fosforila a MRE11, la cual es necesaria para la reparacion de DSB y la
supervivencia celular. Sin embargo, esta fosforilacion no es necesaria para la formacién del
complejo MRN (Kijas, A., et al., 2015).

El complejo MRN ademas, participa en el mantenimiento telomérico, probablemente a través
de su interaccion con TRF2 (Kijas, A., et al., 2015). MRE11 interactia con TRF2 y se localiza
en los telémeros durante todo el ciclo celular. Estas dos proteinas también tienen un papel en la
prevencion de la fusion de los cromosomas después de la replicacion, probablemente al

[ a1



TESIS

promover la reseccion de la cadena principal 5 ' para generar salientes 3' unidos a Potla-TPP1,
que evitan el NHEJ (Deng, Y., et al., 2009).

3.5 Complejo MRN en otras especies

La importancia funcional de MRN tanto en la sefializacion como en la reparacion se evidencia
por el alto grado de conservacién evolutiva del subcomplejo catalitico central MRE11-Rad50
(MR), abarcando arqueas (Pyrococcus furiosus), eubacterias (Escherichia coli SbcC/D), fagos
(T4 'y gp46/47) 'y eucariotas, incluidos los homologos en Saccharomyces
cerevisiae y Schizosac-charomyces pombe. MRE11 y Rad50 se conservan en bacterias y
arqueas, solo los eucariotas poseen Xrs2, que es el unico componente MRX que alberga una
sefial de localizacion nuclear y es necesario para la translocacion del subcomplejo MRE11-
Rad50 al ndcleo, (Casari, E., et al., 2019). Aqui, este subcomplejo reconoce, sefiala e inicia la
reparacion de los DSB, presentando actividades estructurales y enzimaticas para iniciar la
reparacion y mantenimiento de los extremos de DSB unidos entre si. MRX también recluta y
activa a la proteina de punto de control Tell (ATM en mamiferos), coordinando asi la reparacién
de DSB durante la progresion del ciclo celular (Casari, E., et al., 2019; Desai-Mehta, A., et al.,
2001). En S. cerevisiae, se sabe que MRX interactla con Rif2, que se recluta en los extremos
del DNA telomérico y regula negativamente la elongacion de los telomeros, mediada por la
telomerasa (Casari, E., et al., 2019). Curiosamente, Rif2, que se recluta para DSB, de una
manera parcialmente dependiente de MRX, mejora la hidrolisis de ATP por Rad50 (Desai-
Mehta, A., et al., 2001).

La proteina MRE11 esta conservada en el parasito Trypanosoma brucei, denominada ToOMRE11
la cual comparte 32%, 35%, 34% y 37% de identidad con S. cerevisiae, S. pombe, Arabidopsis
thaliana y H. sapiens, respectivamente (Fig. 10). Las secuencias MRE11l se conservan
predominantemente en el dominio N-terminal, sugiriendo que TOMRE11 comparte funciones
similares con MRE11 de levadura y de H. sapiens. La regién N-terminal de MRE11 proveniente
de S. cerevisiae, contiene cuatro motivos de fosfoesterasa altamente conservados, que son
importantes para la actividad de nucleasa de esta proteina (Tan, K., et al., 2002). Se ha

demostrado que el extremo N-terminal conservado, estd involucrado en la reseccién
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exonucleolitica 5", generando fragmentos que participan en la recombinacién homdloga (Casari,

E., etal., 2019).
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Figura 10. Alineamiento del dominio N-terminal de las proteinas MRE11 de diferentes organismos. Las
secuencias de aminodcidos de las proteinas MRE11 fueron alineadas mediante Clustal W. Las secuencias que se
compararon son T. brucei (NUmero de acceso del GenBank: AY077640), S. cerevisiae (NC001145), S. pombe
(Q09683), Homo sapiens (NM005590) y A. thaliana (NM124806). Los residuos que son idénticos en todas las
secuencias se resaltan en un fondo negro. Las regiones marcadas indican los motivos de fosfoesterasa, importantes
para su actividad de nucleasa en S. cerevisiae (Tomado de Tan, K., et al., 2002).

La existencia y la alta conservacion de la proteina MRE11 en T. brucei (TOMRE11), podria

proporcionar informacion sobre las funciones principales de esta proteina multifuncional.
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TbMRE11 desempefia un papel en la respuesta al dafio del ADN, sugierendo que al menos uno
de sus propdsitos es reparar DSBs (Tan, K., et al., 2002).

3.6 Uso del inhibidor VE-821 para estudiar la via ALT

El mantenimiento telomérico proporciona a las células cancerosas la inmortalidad celular. Una
fraccion significativa de tumores usa la via ALT para alargar sus telomeros y obtener un
potencial de proliferacion ilimitado. Dado que la via ALT es exclusiva de células cancerosas, se
ha propuesto estudiar esta via mediante el uso de inhibidores especificos, en lineas de células

cancerosas. (Deeg, K., et al., 2016)

En estudios recientes se investigaron las lineas celulares positivas para telomerasa y para la via
ALT, y se informd que las células que emplean la via ALT son hipersensibles a la inhibicion de
ATR (Conomos, D., et al., 2012). Esta proteina es una de las dos cinasas principales que activan
el punto de control del dafio del DNA en células humanas y se inhibe con VE-821 (Fig.11). Este
compuesto es un inhibidor competitivo selectivo de ATP de la proteina ATR; presenta actividad
anticancerigena, induce fragmentacién cromosomica, apoptosis y muerte celular in vitro;
ademas, disminuye la fosforilacion de Chkl e inhibe la fosforilacion de H2AX y limita de
manera reversible la progresion del ciclo celular en las células normales, con muerte minima o

efectos perjudiciales a largo plazo (Deeg, K., et al., 2016).
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Figura 11. Estructura quimica del inhibidor VE-821. . C1gH1sN4OsS. (Tomado de Hendriks, C., etal., 2017)
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Se tiene reportes que las lineas cancerosas que presentan la via ALT son osteosarcomas y
fibroblastos por mencionar algunas. En la Tabla 3 se muestran diversas lineas celulares y se
ejemplifican el tipo de mantenimiento telomérico (Flynn, R., et al., 2015).

Tabla 3.Lineas celulares y su mantenimiento telomérico (Tomado y modificado de Conomos, D., et al., 2012)

Linea celular Tipo celular Mantenimiento telomérico
WI138 Fibroblastoma, pulmon Mortal
JFCF-6 Fibroblastoma, yeyuno Mortal
GM02063 Fibroblastoma, piel Mortal
HT1080 Fibrosarcoma Telomerasa
HelLa Carcinoma cervical Telomerasa
GM639 Fibroblastoma, piel Telomerasa
WI38- VA13/2RA Fibroblastoma, pulmon ALT
U-2 0S Osteosarcoma ALT
I1CF/c Fibroblastoma, mama ALT
JFCF-6/T.1M Fibroblastoma, yeyuno ALT
JFCF-6/T.1R Fibroblastoma, yeyuno ALT
GM847 Fibroblastoma, piel ALT
SUSM.1 Fibroblastoma, higado ALT
Saos-2 Osteosarcoma ALT

La via de sefalizacion de ATR se desencadena en respuesta al estrés replicativo del DNA 'y la
acumulacién de ssDNA, a través de la interaccion de RPA (Fig. 12) (Diotti, R., et al., 2011). El
sSDNA recubierto por la proteina RPA es un punto clave para la replicacion homdloga del DNA,
ya que la proteina RPA promueve la recombinacion de DNA y se sabe que la via ALT depende
de larecombinacion. Por lo que launion de RPA al DNA telomérico promueve la recombinacion
y la activacion de la via ALT, dando lugar a una elongacion telomérica. La activacion de ATR
es fundamental para la activacion del complejo MRN en la sefializacion de dafios. Asi que, la
sefializacion inadecuada de ATR es una amenaza para la integridad de los cromosomas, debido
a la naturaleza del telémero (Fig. 12) (Flynn, R, et al., 2015; Jossé, R., et al., 2014).
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Figura 12.Mecanismo de accidén del inhibidor VE-821. Este inhibidor competitivo de ATP de la proteina ATR,
afecta su sefializacion, evitando que haya una recesion de los t-loops, por lo tanto, no se forman los circulos ECTR
con lo cual no se llevara a cabo la recombinacion y la via ALT se vera inhibida (Tomado y modificado de Josesé,
R., etal., 2014).

En estudios pre-clinicos, el inhibidor VE-821 mejora los efectos citotoxicos de varios agentes
que dafian el DNA, en las células tumorales que tienen defectos en la via ATM/p53 (Williamson,
C., et al., 2016). Varias células tumorales tienen una mayor dependencia de la sefializacion de
ATR para la supervivencia, haciendo a ATR un objetivo prometedor para la terapia contra el
cancer (Song, N., et al., 2018). Debido a que ATR es un componente esencial de la reparacién
por recombinacién homologa, los inhibidores de ATR reducen la capacidad de la reparacion por
HR, afectando directamente a la via ALT (Song, N., et al., 2018).

Se ha visto que la inhibicion de ATR, afecta diversas proteinas, entre ellas ARID1A. Esta
proteina tiene actividad de helicasa, ATPasa y forma parte del complejo SNF/SWI de
remodelacion de cromatina, el cual es necesario para la activacién transcripcional de genes

normalmente reprimidos por la estructura de la cromatina. Este complejo utiliza ATP para

[ 45 |




TESIS

modificar la arquitectura de la cromatina (Williamson, C., etal., 2016). Por lo que una inhibicion
de esta proteina afecta el reclutamiento de TOP2A a la cromatina. TOP2A, es una enzima que
cataliza la ruptura y la remodelacion de la estructura topolégica del DNA (Jossé, R., et al., 2014)
y es fundamental para los procesos de condensacion de cromosomas, la separacion de las
cromatidas hermanas, la transcripcion y la replicacion del DNA (Williamson, C., et al., 2016).

Los defectos en la localizacion TOP2A vy la progresién del ciclo celular, en las células con una
inhibicion de ARID1A, genera una dependencia de ATR. TOP2A soluciona problemas
topoldgicos del DNA, por lo que un defecto en TOP2A puede afectar a la expresion de otros
genes causando inestabilidad genémica (Williamson, C., et al., 2016; Jossé, R., et al., 2014).

3.8 Entamoeba histolytica

E. histolytica es un protozoario entérico anaerobio que infecta a humanos, y es causante de la
amebiasis o disenteria amebiana, la cual en la mayoria de los casos son asintomaticas, pero la
enfermedad intestinal invasiva puede presentarse por varias semanas con calambres, dolor
abdominal, diarrea acuosa o con sangre y pérdida de peso (Burgess, S., et al 2016). Ademas, se
han descrito enfermedades extra-intestinales diseminadas, como absceso hepatico, neumonia,
pericarditis purulenta e incluso amebiasis cerebral. En el mundo se estima que alrededor de 50
millones de personas se ven afectadas por este parasito, presentandose principalmente en los

paises en desarrollo produciendo mas de 100,000 muertes al afio (Kantor, M., et al., 2018).

3.8.1 Ciclo de vida de E. histolytica

El proceso de infeccion comienza con la ingestion de agua o comida contaminada, donde se
encuentran quistes maduros de E. histolytica. Este parasito tiene un ciclo de vida simple que
consiste en un quiste tetranucleado inactivo que, en condiciones favorables, se convierte en
trofozoito uninucleado durante su paso por el estdbmago v el intestino delgado (Singh, P., et al.,
2013). A través del proceso de diferenciacion los trofozoitos forman nuevos quistes, los cuales
tienen el potencial de transmitir enfermedades debido a la proteccion conferida en su pared. Los
quistes pueden sobrevivir de dias a semanas en el ambiente externo, mientras que los trofozoitos
son destruidos rapidamente una vez fuera del cuerpo o por secreciones gastricas si se ingieren
(Fig. 13) (Kantor, M., et al., 2018).
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Entonces una vez que llegan al colon, los trofozoitos se unen a los enterocitos, colonizan el
colony sobreviven. El proceso de invasion dentro de los tejidos comienza cuando los trofozoitos
residentes en el colon rompen la barrera intestinal (Pineda, E., et al., 2017) (Fig.13).

Estos eventos necesitan la adhesion del parasito a las células humanas, lo cual es llevado a cabo
por un grupo de proteinas llamadas adhesinas que estan presentes en la superficie del trofozoito.
Ejemplo de una de estas adhesinas es la lectina Gal/GalNAc, la cual media los mecanismos para
la adherencia y la citotoxicidad en las células huésped, ya que se dirige a los residuos de
galactosa y N-acetil-D-galactosamina que se encuentra en las cadenas laterales de mucinas de
los azucares unidos a O,. Los mamiferos que no portan galactosa N-terminal o N-acetil-D-
galactosamina son resistentes a la adherencia al trofozoito, proporcionando cierto grado de

inmunidad contra la enfermedad invasiva (Kantor, M., et al., 2018).
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Figura 13.Ciclo de vida de E. histolytica. El ciclo de vida inicia con la ingesta de un quiste infeccioso, es
reblandecido por los jugos gastricos, lo cual permite su exquistacion en el intestino grueso, donde se puede
desarrollar la infeccion invasiva o no. Al romperse el quiste, el trofozoito termina su proceso de division y da lugar
a cuatro trofozoitos metaquisticos. Si el trofozoito continla avanzando por el colon, inicia su proceso de
enquistacién con la formacién de un prequiste mononuclear, que inicia un proceso de division celular dando lugar
a un quiste tetranuclear. Posteriormente, termina el proceso de formacion de la pared del quiste y, es expulsado con
la materia fecal (Tomado de Abhyankar, M., et al., 2012).
E—

[ 4



TESIS

3.8.2 Genoma de E. histolytica

El genoma de este parasito tiene un tamafio de 23 Mb y contiene aproximadamente 8,201 genes
distribuidos en alrededor de 1,496 scaffolds. Debido a la gran cantidad de elementos repetidos
ha sido dificil organizar estos scaffolds en cromosomas. Las regiones intergénicas son de 400
pb a 2.3 kb, sugiriendo un denso empaquetamiento de genes. Los genes de rRNA se localizan
en moléculas de DNA circulares extra-cromosomales con un tamafio aproximado de 26 kb
(Loftus, B., et al., 2005; Lorenzi, H., et al., 2010). En la reanotacion del genoma no se ha
logrado identificar secuencias de repetidos teloméricas o subteloméricas, asi como genes que
codifiquen para la enzima telomerasa (Loftus, B., et al., 2005; Lorenzi, H., et al., 2010).

La secuenciacion del genoma de la cepa virulenta mejor estudiada, HM-1: IMSS revel0 que casi
todos los genes de tRNA estan organizados en matrices en tandem que constituyen mas del 10%
del genoma. Mediante un analisis de isocoros en seis diferentes scaffolds del genoma de E.
histolytica, se evidencia la presencia de segmentos repetidos. Estos segmentos consisten en
arreglos de genes tRNA en tdndem que van de 490 a 1775pb los cuales contienen de 1 a 5 genes
tRNAs y diferentes repetidos tipo STR. Los STR se podrian ubicar en las regiones terminales
de los cromosomas, por lo que se han propuesto como posibles secuencias teloméricas (Fig.14)
(Clark, C., et al., 2006; Tawari, B., et al., 2008). De manera interesante algunas de las
secuencias de los STR comparten un parecido con la secuencia telomérica de mamiferos
(TTAGGG) por ejemplo: TTAGTATT o TTAGTAAT.
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Figura 14.Diferencias intraespecificas en la organizacion de los STR en los arreglos del tRNAs de E.
histolytica. Se muestran los tipos de secuencias identificadas mediante la secuenciacion de los repetidos STR de
diferentes arreglos de tRNAs. Se muestran bloques de STR, con distintas secuencias repetidas a las que se les
asigna un sombreado diferente. La flecha indica la posicion del gen de tRNA y contiene el cddigo de aminoéacidos
de tres letras y el anticodon para el RNAt codificado. (Tomado y modificado de Tawari, B., et al., 2008)

3.8.3 Organizacion cromosomica de E. histolytica

En E. histolytica no se ha determinado el niUmero exacto de cromosomas, (Loftus, B., et al.
2005) sin embargo, diversos investigadores han aportado informacion relacionada con su
estructura. Por ejemplo, Willhoeft y Tannich (2000) identificaron por medio de microscopia de
fluorescencia, de 30-50 cromosomas por nucleo con una estructura lineal (Willhoeft, U., et al.,
1999). En el afio 2006, Chavéz-Munguia en su equipo de trabajo, mediante microscopia
electronica mostrd que los cromosomas de este organismo son estructuras lineales y al menos

visualizaron 15 cromosomas (Fig. 15) (Chavéz-Munguia, B., et al., 2006).
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Figura 15.Microscopia de fluorescencia de las diversas etapas de E. histolytica. A) Nucleos en interfase con una
forma redonda y DNA concentrado en el centro. B) Ndcleos en profase, donde se muestra la aparicion de estructuras
lineales débiles. C) Nucleos en metafase, en donde se observan al menos 15 cromosomas lineales (Tomado de
Willhoeft, U., et al; 1999).

Se ha demostrado que el genoma de este parasito esta organizado en cromatina, cuya unidad
fundamental es el nucleosoma, y su genoma contiene genes que codifican para las histonas H2A,
H2B, H3 y H4. Estas proteinas contienen residuos de lisina y arginina susceptibles a
modificaciones postraduccionales como acetilacion y metilacion, a través de la accién de las
acetiltransferasas de histonas (HAT) o mediante metiltransferasas de lisina o arginina (HKMT
0 PRMT) (Lozano-Amado, D., et al., 2016).

A la fecha, las unicas modificaciones postraduccionales que se han demostrado en este
organismo son la di y tri-metilacion de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4 me2/3) que se han
correlacionado con actividad transcripcional (Lozano-Amado, D., et al., 2016) asi como la
dimetilacion en la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me2), la cual esta enriquecida en genes
silenciados por RNA de interferencia. Las marcas epigenéticas (H4R3me2) y la acetilacion de
la histona H4 en su region N-terminal, estan relacionadas con la activacion transcripcional
(Borbolla., V., et al., 2016).
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3.9 Antecedentes particulares
3.9.1 Proteinas EnTRF-like de E. histolytica

E. histolytica, contiene tres genes homdélogos a los reportados en H. sapiens, que codifican para
las proteinas TRF. Estos genes estan ubicados en los loci: EHI_001110, EHI_001090 y
EHI_148140. Tanto EHI_001110 como EHI_001090, se encuentran en el mismo conting,
sugiriendo una duplicacién de los genes en el genoma de E. histolytica. En trabajos previos
Ilevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, las proteinas para las que codifican estos genes se
denominaron EhTRF-like I, EnTRF-like Il y EhTRF-like Il (Rend6n-Gandarilla, F., et al.,
2018) (Fig. 16).

Estas proteinas conservan los dominios TRFH, como sucede en las proteinas TRF de H. sapiens.
Este dominio de homodimerizacion le permite a las EhTRF-like su interaccion con otras
proteinas y contiene, ademas el dominio de union al DNA, llamado MYB. Al analizar sus
extremos N-terminal se encontraron aminoacidos de naturaleza acida, ricos en acido aspartico
y acido glutamico en las proteinas EhTRF-like | y EhTRF-like 11, sugiriendo una mayor
similitud con la proteina TRF1; en tanto que EhTRF-like Il posee mayor cantidad de
aminoacidos bésicos lo cual coincide con las caracteristicas del extremo N-terminal de la
proteina TRF2.

Asi mismo, en la proteina EnTRF-like 111 también se identifico el motivo RBM, importante para
la union de la proteina TRF2 y Rapl del complejo Shelterin. Es por estas caracteristicas que se
ha propuesto que las proteinas EhnTRF-like I y Il podrian tener funcione similares a TRF1 y
EhTRF-like 111 semejantes a TRF2 de H. sapiens (Fig. 16).
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Figura 16. Estructura de las proteinas TRF de H. sapiens (Hs) y E. histolytica (Eh). Representacién
esquematica de los dominios principales de estas proteinas y las principales modificaciones postraduccionales
presentes. TRFH, dominio de dimerizacién; NLS, sefial de localizacién nuclear; MYB DBD, dominio de unién a
DNA similar a Myb; A, N-terminal acido; B, N-terminal basico; MW, peso molecular; y pl, punto isoeléctrico
(Tomado de Renddén-Gandarilla, F., et al., 2018).

Con base a todas las caracteristicas y similitudes encontradas de las proteinas EnTRF-like I, 11
y I11 con las proteinas TRF se proponen que realizan funciones similares en este parasito. Asi
mismo también se analiz6 su localizacion subcelular, por medio de ensayos de microscopia
confocal, localizandose en la periferia nuclear junto con ldmina B1, un marcador de periferia
nuclear (Fig. 17A), y en foci donde co-localizan con la marca telomérica H4K20me3 (Fig. 17B).
Estos resultados confirman su localizacion nuclear y su posible papel en la proteccion de los

extremos terminales de los cromosomas de E. histolytica.
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Figura 17. Colocalizacién de EhTRF-like I y EhTRF-like 111 con lamina B1.Trofozoitos de la clona A se
incubaron con anticuerpos especificos marcados con fluoréforos. Los nucleos se contratifieron con DAPI y se
analizaron mediante microscopia confocal A) EhTRF-like | (Alexa 647, magenta) y la marca telomérica
H4K20me3 (Alexa-488, verde) colocalizaron en la periferia nuclear con lamina B1 (Alexa- 555, rojo). B) EnTRF-
like I (Alexa 647, magenta) y EnTRF-like 111 (Alexa-488, verde) colocalizaron con ldmina B1 (Alexa- 555, rojo)
en la periferia nuclear. Las flechas de color blanco sefialan foci donde colocalizan las proteinas EnTRF-like | y 111
con la marca telomérica H4K20me3 y en la periferia nuclear con lamina B1 (Tomado de Alvarez, V., 2018).
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La localizacion nuclear de la proteina EnTRF-like 11l se analiz6 a profundidad, utilizando
microscopia electrénica de transmision (TEM) en los trofozoitos de E. histolytica (Fig.18). En
las imagenes se observd EhTRF-like 111 en regiones de heterocromatina condensada, lo cual

coincide con la ubicacion de regiones teloméricas (Rendén-Gandarilla, F., et al., 2018).

a-EhTRF-like 111

Figura 18. Localizacién de la proteina EnTRF-like 111 en el nicleo de trofozoitos de E. histolytica. Imagenes
de MET donde se utilizd el anticuerpo o-EhTRF-like I11. EnTRF-like Il se observa claramente en los nicleos de
los trofozoitos.Aumento de los nicleos donde se observa, el enriquecimiento de la proteina en regiones de
heterocromatina (flecha blanca), cerca de la periferia nuclear (Tomado de Rendén-Gandarilla, F., et al., 2018).

Por su parte EhTRF-like | se analiz6 mediante el programa STRING y en el interactoma
obtenido se predicen interacciones con proteinas de mantenimiento estructural de los
cromosomas; con MREL11, involucrada en la reparacion de DNA de doble cadena; con una
proteina de la familia metalo-beta-lactamasa, involucrada en el mantenimiento telomérico; con
cinasas, las cuales estabilizan a TRF1; y con una proteina de corte y poliadenilacion, involucrada
en la maduracion del RNA mensajero (Fig.19) (Alvarez, V., 2018).
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Figura 19. Interactoma de la proteina EhTRF-like I. Interactoma realizado con el programa STRING utilizando
como referencia la secuencia de aminoacidos de la proteina EnTRF-like | con el nimero de acceso de UniProt
C4M119. Se obtuvo una prediccién de interacciones con dos proteinas MRE11 putativas (EHI_077650 y
EHI_125910), las cuales estan involucradas en la reparacién del DNA de doble cadena, entre otras (Tomado de
Alvarez, V., 2018).

Cabe destacar la interaccion de EnTRF-like I con dos isoformas de la proteina MRE11, la cual
estd involucrada en la via ALT. Por lo que se procedio a buscar los genes codificantes para las
proteinas principales de este mecanismo en la base de datos de Amoeba DB. Interesantemente
el resultado de este analisis indico que en el genoma de E. histolytica se encuentran otros genes

que codifican para la via ALT (Tabla 4).

En esta busqueda de proteinas se encontré al complejo MRN, formado por dos isoformas de
EhMRE11 anotadas como proteinas putativas, EnRad50 y NBS1; las cuales estan involucradas
en la reparacion de doble cadena del DNA, asi como en la recombinacion homologa mediada

por la via ALT. La proteina WRN tiene una actividad de DNA-helicasa y juega un papel
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importante en la recombinacién homdloga. BLM también es una helicasa que desenrolla del
DNA (Saharia, A, et al., 2010).

Este hallazgo es relevante porque la presencia en el genoma de E. histolytica de los genes
codificantes para proteinas de la via ALT, sugiere la existencia del mecanismo de
mantenimiento telomérico en este parasito. A pesar de que en este organismo como ya se explico
con anterioridad, no se ha detectado el gen que codifica para la telomerasa o secuencias

teloméricas canonicas.

Tabla 4. Proteinas de la via ALT identificadas en E. histolytica (Tomado de Alvarez, V., 2018).

NUmero de Peso
Proteina acceso* Anotacion Molecular
kDa
EhMRE11 EHI_125910 Proteina de reparacion de doble hebra MRE- 68.8
11 putativa
EhMRE11- EHI 077650 MRE-11 putativa 25.2

like
EhRad50 EHI_ 079960 Proteina de reparacion por dafio a DNA de  146.4
doble hebra Rad50 ATPasa, putativa

NBS1 EHI_098770 Proteina putativa 51.5

RPA EHI_062980 Factor de replicacion A.1 putativo 66.7

Rad51 EHI_031220 Proteina de reparacion del DNA 40.5
Rad51hopotética

Rad52 EHI_ 188230 Proteina de reparacién y recombinacion 26.30
Rad52 putativa

WRN EHI_023090 Helicasa recQ de DNA dependiente de ATP  58.72
putativa

BLM EHI 028890 Helicasa putativa 13.53

*de acuerdo a AmoebaDB

3.9.2 MREL11 en E. histolytica

La proteina MRE11 es fundamental para la recombinacion homdloga y constituye el punto
central de la investigacion del presente trabajo. El grupo de trabajo del Dr. Lopez-Camarillo
realiz6 un estudio sobre el mecanismo de la reparacion del DNA por recombinacion homdloga

en E. histolytica, utilizando trofozoitos irradiados con UV (150J/m?). En la tabla 5 se muestran
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genes de E. histolytica homologos a los de levadura, del grupo de la epistasis RAD52, MRE11,
RAD50 y NBSL1. Estos genes estan involucrados en la reparacion de roturas de doble cadena de
DNA por recombinacién homologa, sugiriendo que actian como sensor primario de los DSB
de DNA (Lépez-Casamichana, M., et al., 2008; Lopez-Camarillo, C., et al., 2009).

E. histolytica presenta dos proteinas, semejantes a MRE11 de H. sapiens, denominadas
EhMRE11 y EhnMRE11-like, de 596 y 223 aminoécidos, y con una identidad del 32 y 25% con
la de humano, respectivamente EhMRE11-like es una proteina mas pequefia y carece del
dominio de union a DNA. En el caso de la proteina EhRAD50, presenta una identidad del 23%
con las proteinas de sus homologos en S. cerevisiae y H. sapiens; mientras que la secuencia
EhNBSL1 parece ser més divergente (17 a 24% de identidad y valores de e de 0.003 a 0.002). E.
histolytica también contiene genes que codifican para la recombinasa ENRAD51 y su proteina
paraloga EnRADS51C. Las proteinas predichas EhnRAD52, EhRAD54, ERRAD54B y EARRAD59
(EhRAD52/22 en la base de datos Pathema) tambien estan codificadas en el genoma de E.
histolytica (Tabla 5) (Lopez-Casamichana, M., et al., 2008).

Tabla 5. Genes relacionados con la epistasis RAD52 y recombinacién homologa en E. histolytica, H. sapiens
y S. cerevisiae (Tomado de Lopez-Casamichana, M., et al., 2008)

Ertomoeba histofytico Homo sapism Soccfaromyees cerevisios

Fredicted 5ze faa) GeneBank  Locusmame®  Protein  Accession  Soefaa) ewale H(%) [(%) Protein  Accession Sme(m) ewvake HE) I[%)
protein [¥] rumber & number &

EhMRE! I i XM 651393 EMWI_I25%I10 MREIl  P49939  TD8 Jedf 5 31 MREIl F3EY &R ledd 45 L
ERMRE| like 223 XM 644563 EMWI 077650 MREII  P49939 708 Je2d 5 15 MREIl FPF3E)Y &9 e 4 I
EhRADS0 1241 XM 647783 EMWI_079%60 RADSD  Q918TR 1312 ledd 4D 13 RADSD PITEZ 132 led] 4k 7
EhMESI Tid XM 647447 EWI_0F8TT0  MESI QEIQ3 754 00022 40 4 XREl P30l B4 e+ 8 17
EhRADSI 367 XM 648984 EWI 031220 RADSI  QOé&D? 339 e-l25 B3 7Tl RADS| FIn34 400 ledl TA &0
ERRADSIC 184 XM 619126 EHI_I22860 RADSIC (433500 376 Jed7 5l M RADST FIS30I 460 el0f 4 7

RADSIE OI5313 350 . . . RAD3S P3E933 4D
RADSID Q73771 189 . . .
XRCC? 043543 180
; . : XRCCI D435 M6 . . . . . . : .
EhRADS2 43 XM G48599 EMI_1E230 RADSI  P43331 418 235 71 48  FRADS2 PDETTE 34 le2d 57 18
EhRADS4 B8RS XM G48260 EMI_103B40 RADM Q916 747 ell5 38 41  FRAD FIlBE3 878 e=l06 34 7
EhRADIS4B 765 XM b4573% EMI_114%30 RADMB OQFYé2D 910 30 52 3  RDHS FIBEI 90 =ll4 35 k]

ERRADS? 190 XM 631011 EHI_1IZ840 - . . . . . RADI Q213 138 ledB 45 15
[ERRADS T2

SE_ histolytico Pathema datatabase
= Swiss-Prot/TrEMEL databases
|, Wentity; H, hamalogy
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La expresion de los genes del grupo de la epistasis RAD52 en respuesta a dafio inducido por
UV se evallo mediante RT-PCR semicuantitativa. Los genes Ehmrell, Ehrad51,
Ehrad51c y Ehrad52 se transcribe a un nivel muy bajo; sin embargo, después de que los
trofozoitos se irradiaron con UV, estos genes mostraron un perfil de expresion diferencial (Fig.
20, Lépez-Casamichana, M., et al., 2008). Ademas, en estas condiciones se presentan varias
caracteristicas distintivas de HR, por ejemplo: la histona H2AX se fosforila, indicando la
existencia de dafio en el DNA y la viabilidad celular no se afecta, sugiriendo reparacion de DSB.
En resumen, se puede concluir que E. histolytica expresa los genes que codifican para las
proteinas que forman el complejo MRN vy la epistasis RAD52; ademas presenta dos genes que
codifican para la proteina MRE11, siendo estos los primeros datos sobre esta proteina en este

parasito (Lopez-Casamichana, M., et al., 2008).

A B
bp No uv-C -
W-C 05 3 12 time(n) e
_ 200 T i No UV-C
a UV-C (0.5h) m
400 p m Ehrad51 | & UV-C(3h) m
§ = 150 + UV-C (12h) m
b = .
h fc | % 2 =
w & 100 +
504+
2
& -
N chrad54 |8 g
’ a
Lo
Induced genes Repressed genes

1 2 3 4

Figura 20. Expresion de genes relacionados con el grupo de epistésis de RAD52 en E. histolytica. A) Productos
de RT-PCR obtenidos a partir de 1 pg RNA total de trofozoitos irradiados y no irradiados (no UV-C, carril 1),
cosechados en diferentes momentos (UV-C; carril 2, 0.5 h; carril 3, 3hy carril 4, 12h). Las puntas de flecha indican
la longitud (pb) de cada fragmento interno amplificado. B) Andlisis densitométricos de los productos de RT-PCR
mostrados en A. Los pixeles correspondientes al producto 24S rRNA se tomaron como 100% en cada carril. Los
datos son la media de tres ensayos independientes (Tomado de Lopez-Casamichana, M., et al., 2008).

[ 60 |




TESIS

La recombinacion homologa es un mecanismo de reparacion que ayuda a eliminar las rupturas
de doble cadena del DNA. Ademas, es un mecanismo que genera diversidad genética y que es
empleado por ciertos parasitos para evadir la respuesta inmune del huésped (Singh, N., et al.,

2013). Sin embargo, hasta ahora la HR no se habia demostrado en E. histolytica o E. invadens.

La mayoria de los estudios relacionados con HR se han llevado a cabo en organismos que van
desde animales, hongos y plantas. Por lo que, basado en el modelo de estudio S. cerevisiae,
existen eventos conservados. La HR es iniciada por los DSB de DNA, que podrian ser causados
por dafios del DNA o durante la meiosis por la endonucleasa SPO11. Los DSB son procesados
nucleoliticamente por el complejo MRN / MRX, incluyendo a la proteina MRE11, para generar
colas de cadena sencilla en los extremos 3"OH. El DNA monocatenario se asocia con proteinas
especificas (Rad51) para formar un filamento de nucleoproteina que es estimulado por las
proteinas HOP2-MND1 para invadir una secuencia homdloga y formar un D-loop intermedio
(Singh, N., et al., 2013). La presencia de genes especificos de HR en las secuencias del genoma
sugiere la posibilidad de la presencia de este mecanismo en los parasitos. En el genoma de E.
histolytica, algunos genes como spoll, dmcl, mndl y muchos genes especificos de HR como
mrell, mlhl, msh2, rad21 y rad51 estan presentes, asi como genes relacionados con el grupo
epistatico rad52, que se expresan diferencialmente cuando los DSB son inducidos por la
radiacion UV (Singh, N., et al., 2013) (Tabla 6).

La recombinacién homologa también se ha descrito en otros parasitos protozoarios como
Trypanosoma, Plasmodium y Leishmania. P. falciparum, ya que se han reportado homologos
para RAD51, MRE11 y RAD54. En particular, Trypanosoma y Plasmodium usan la HR para
protegerse de la respuesta inmune del huésped, al inducir variacion antigénica (Singh, N., et al.,
2013).
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Tabla 6. Proteinas y nucle6tidos de genes involucrados en HR de E. invadens (Ei) y E. histolytica (Eh),
encontrados mediante BLAST en las bases de datos Pathema y AmoebaDB (Tomado de Singh, N., et al.,
2013).

Gene Name Pathema ID Supr family  Conserved Domain 1286t Human
Maximum Maximum
EValue Identity %  Accession No. E-Vaue identity (%] Accession No.
ERDMCIEDMCT  EH_OS0430EM Rech ke PTI000ES =22 552 NP0 106 B3 - G0 NPOOBX,
34 Nl Pag -120 THPON 1106 13 NP2
EHSPOT1ESPOT  EHL125320EM TREAN PREQ 40061 Telfie  229% EDVOA0:T. -l e-2e Iy NPE 9
1AESPO11B LN1B0EN137380  ETOPRM EATPLNO0050 (a9 1EGASH4E1 1 NP7 9981 NP 365
LEOIEIN
EhMNDT EMNDT  EH 1203108 (0c51 M Mnd1 leiide 226 NP0 332 ESTES Lt NPT SI9L
51390 08 AL REEN] i NP 158430
ERMLHIEMLET B 128495 0EM HA TP C W], M, 2ellfe BT ABCRGML foe 70 2 F.1H NRDD 1245200
G780 EToPoll_Mutl mutl 1 TRAR 188351 i THPODT 2452001
Fans
EAMRET1EMRETT 12591 0EM Mpep Matallophos lede M6 EGAS0S2S EE nn MOE.
156370 L TEDVIT7IA 5 TRACTET21
FHRADZ1GRAD2T B (M3830EMN Rad1 Putative =Ml M3 GAAZ2Y7. -1 20 ANSTRIL
[iE ] Redi N conianved 10 1CAMIBRSAT 1 TARISTRE21
EAMSHIEMSHZ B 172750EN Muts MUTSd 1N 38 MR Be-12090- Ha NROD 1245210
W SRR 119 1CAYBE2001 13 NROOT 24521001

AP

Las células sometidas a una variedad de tensiones pueden sufrir dafios en el DNA, lo que es un
desencadenante de la HR. Asi la inanicion nutricional en E. histolytica puede ser un
desencadenante para la diferenciacion de trofozoito en quiste, por lo que se ha estudiado las
respuestas celulares en estas condiciones. Bhattacharya y colaboradores mediante analisis de
gRT-PCR, analizaron el efecto de la inanicion de suero sobre la expresion de genes de HR en
E. histolytica (Fig.21). Para esto, se seleccionaron genes candidatos que cumplen una funcion
especifica en la recombinacion, como la formacion de DSB (SPO11), el emparejamiento de
cromatidas hermanas (RAD21), la reseccion de extremos después de DSB (MRE11), en la
formacion de filamento de nucleoproteina (RAD51, DMC1), la estabilizacion del filamento
presinaptico (MND1), en la reparacion del desajuste durante la invasion de la cadena (MSH2)
y la resolucion de HJ (MLH) (Singh, N., et al., 2013). Estos genes presentaron cambios en su
expresion durante diferentes tiempos de cultivo, lo cual podria relacionarse con un posible papel

en la recombinacion, durante el ciclo celular.
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Figura 21. Expresion de genes de recombinacion homologa en E. histolytica. Analisis de RT-PCR en tiempo
real en trofozoitos de E. histolytica control y sometidos a inanicion de suero durante diferentes tiempos (0, 6,
12, 18 y 24 h). Se muestran los niveles relativos de RNAm de genes meiéticos especificos como spoll, dmcl
y mndl (Tomado de Singh, N., et al., 2013).

Ademas, Kelso y colaboradores en el afio 2017 confirmaron que en el genoma de E. histolytica
contiene la mayoria de los genes centrales de la recombinacién homologa (Tabla 7) (Kelso, A.,
et al., 2017). Asi estos trabajos demuestran que E. histolytica posee genes que codifican para
proteinas involucradas en la HR; asi mismo, estos genes cambian sus niveles de expresion en
respuesta al ayuno de suero. El estudio de estos genes ayudarad a inferir la presencia del
mecanismo de HR en este parasito, el cual podria estar relacionado con eventos importantes
como la diferenciacion celular en el enquistamiento y en el mantenimiento telomérico mediante
la via ALT (Singh, N., et al., 2013). Conocer si E. histolytica utiliza la HR, es importante ya
gue muchos parasitos protozoarios, utilizan esta via para adaptarse a las condiciones ambientales

y evadir los sistemas inmunes del huésped.

E. histolytica es responsable de la disenteria amebiana y el abceso hepatico amebiano, que tiene
sintomas que van desde diarrea leve hasta disenteria grave. El tratamiento universal consiste en
metronidazol o tinidazol, seguido de paromomicina y otros farmacos activos contra los quistes
presentes (Bhattacharya, A., et al., 2013).
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Tabla 7. Proteinas involucradas en la recombinacion homéloga identificadas en parésitos protozoarios
(Tomado de Kelso, A., et al., 2017)

Function Homo sapiens Saccharomyces Entamoeba Trypanosoma Plasmodium Leishmania
cerevisiae histolytica brucei falciparum major
DSB End Resection MRE11 Mret1 CALVXT Q8T8P1-? AOA1C3KMQB EQADGT
RADS0 Rad50 NOV1K1 Q384J8 C6KSQ6 Q4Q8L7
NSB1 Xrs2 ? 2 7 ?
Single-strand DNA RPA1-RPA2- Rfa1-Rfa2-Rfa3 2-2-2 2-9-2 AOA1C3KN47/ 222
Binding RPA3 AOA1C3KQ72
Recombinase RADS51 Rad51 Q86C17* Q384K0* Q8IIS8 061127
(Meiosis-specific)
DMC1 Dmct C4LTR6* Q38E34* AOA1C3KPB3 061128
Accessory Proteins RAD54 Rad54 C4Lvme* Q385M5 Q8IAN4 Q4QHT75
RAD54B Rdh54 NITAM9 ? ? ?
RADS5 Rad55 ? ? ? ?
RADS7 Rad57 ? ? 2 i/
- RAD59 ? ? ? ?
HOP2 Hop2 ? ? ? ?
MND1 Mnd1 M3TLCO ? C6S3J7 Q4QAN2
Single-Strand RAD52 Rad52 Cam197 ? 7 ?
Annealing
Mediator BRCA2 Rad52 NITLS7 Q4GZF5 ? Q4QD38

*Indicates characterized enzymes parasites.
?Indiicates no known homolog.

En los ultimos afos, los estudios de la recombinacion homdéloga ha abarcado el uso de
inhibidores contra proteinas involucradas en la HR. Muchas terapias actuales contra el cancer,
como la radiacion y la quimioterapia, estan disefiadas para inducir dafios en el DNA y provocar
una respuesta apoptotica. Al dirigirse a las principales enzimas como RAD51, RAD54 y
BRCAZ2, la susceptibilidad de las células cancerosas podria aumentar cuando se combina con
otras terapias que dafian el DNA. Se podria argumentar de manera analoga la focalizacion de
las enzimas involucradas en la HR en los parasitos protozoarios, que dependen de la HR para
diversas adaptaciones ambientales, evasion inmune del huésped y resistencia a los

medicamentos (Kelso, A., et al., 2017).

Con base en los resultados anteriores y considerando que la recombinacién homadloga es el
mecanismo por el cual se lleva a cabo la via ALT, en el presente trabajo se planted estudiar a la
proteina ERMRE11 de E. histolytica, con la finalidad de que este conocimiento contribuya a

dilucidar el mecanismo de mantenimiento telomérico en este parasito. Este trabajo inici6 con la
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expresion de la proteina EhnMRE11 en trofozoitos de E. histolytica en condiciones basales. Asi
mismo, mediante microscopia confocal se determiné su localizacion subcelular, seguido de la
co-localizacion con las proteinas EnTRF-like | y 111, H4K20me3, 1amina B1, PCNA y Rad50
en los posibles cuerpos APB. Ademas, para evidenciar la posible presencia de la via ALT en
este paréasito, se utilizé al inhibidor VE-821 y su efecto sobre localizacion de EAMRE11 en el
nacleo de trofozoitos. Adicionalmente, mediante ensayos de inmuprecipitacion se analiz6 la
posible interaccion de EARMRE11 con EhTRF-like I1l. Los resultados obtenidos con estas
herramientas, permitié sugerir un posible mecanismo de mantenimiento telomérico en E.

histolytica.
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4. HIPOTESIS

Si la proteina ERMRE11 colocaliza en el nacleo con EhTRF-like | y EhTRF-like 111 y los
trofozoitos presentan sensibilidad al inhibidor especifico VE-821, se tendrian indicios de la
existencia de la Via de Alargamiento Alternativo de Teldmeros (ALT) en Entamoeba
histolytica.

5. JUSTIFICACION

Se ha sugerido que los cromosomas de E. histolytica contienen telomeros, debido a la presencia
de secuencias repetidas tipo STR y aungue no se ha reportado la presencia del gen codificante
para telomerasa, si se han descrito algunos genes codificantes de proteinas que participan en el

mantenimiento telomérico como EnTRFs y EnMRE11.

Los organismos eucariotas no solo mantienen sus teldémeros mediante telomerasa, sino que
también emplean un mecanismo alternativo (ALT) que involucra la recombinacion homologa.
Por lo tanto, es posible que los telomeros de E. histolytica se puedan mantener siguiendo esta
via ALT, con la participacion de las proteinas EnTRFs y EnMRE11.

Por lo tanto, la colocalizacion de EhnMRE11 con EhTRF-like 1 y EnTRF-like 111 podria sugerir
que estas proteinas estarian involucradas en el mantenimiento telomérico. Ademas, la
sensibilidad al inhibidor especifico de la via ALT (VE-821), sugeriria la presencia de esta via

en E. histolytica.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Analizar la expresion y localizacion subcelular de ENMREL1 y su participacion en la via ALT
en Entamoeba histolytica

6.2 Objetivos Particulares

I.  Analizar la secuencia de aminoacidos de la proteina ERMRE11 en E. histolytica

mediante herramientas bioinformaticas.

Il.  Identificar in silico las proteinas homologas de la via ALT en E. histolytica.

I1l.  Determinar la expresion y localizacion subcelular de EnMRE11 en trofozoitos de E.

histolytica.

V. Evaluar la co-localizacion de las proteinas ERMREL1, EhTRF-like 1y EnTRF-like 11
en foci nucleares en E. histolytica.

V.  Analizar el efecto del inhibidor VE-821 sobre la viabilidad celular y la co-localizacion
de ERMREL1, EhTRF-like | y EnTRF-like 111 en E. histolytica.

VI. Determinar la interaccién entre EhnMRE11 con EhTRF-like Il1I.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Analisis bioinformético de la proteina ERMRE11

Las secuencias de amino&cidos en formato FASTA de las proteinas EAMRE11, EhMRE11-like
y MRE11 se obtuvieron de la base de datos de UniProt (https://www.uniprot.org/) y de la base de

datos AmoebaDB (http://amoebadb.org/amoeba/) respectivamente y se analizaron para buscar

sus dominios funcionales utilizando el programa P-fam (https://pfam.xfam.org/). Asi mismo se
realizaron alineamientos empleando el programa Clustal Omega en la pagina del EMBL-EBI

(https://www.ebi.ac.uk) para identificar residuos conservados. La prediccion de la estructura

terciaria se realiz6 mediante el servidor ROBETTA (http://robetta.bakerlab.org/). Para analizar

y visualizar los modelos de las estructuras se utilizé el programa UCFS Chimera.

8.2 Busqueda bioinformatica de proteinas homélogas de la via ALT en E.
histolytica
Para la identificacion de los genes que codifican para proteinas involucradas en la via ALT en

el genoma de E. histolytica se realizaron busquedas mediante blastp (proteinprotein BLAST)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) utilizando como sondas las

secuencias de aminoacidos de las proteinas de H. sapiens. Las secuencias de aminoacidos de

estas proteinas en E. histolytica se obtendran de la base de datos AmoebaDB

(http://amoebadb.org/amoeba/) y se analizaron para buscar sus dominios funcionales utilizando

el programa P-fam (https://pfam.xfam.org/). Asi mismo se realizaron alineamientos empleando

el programa Clustal Omega en la pagina del EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk) para identificar

residuos conservados.

8.3 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos de la cepa HM1: IMSS se cultivaron a 37°C en tubos en medio TYI-S33
(Diamond et al. 1978) suplementado con suero bovino (Microlab) al 15% (inactivado por calor),
3% de vitaminas de Diamond (Sigma-Aldrich), penicilina 0.25 pg/mL (Pengesod, Lakeside) y

estreptomicina 35 pg/mL (SIGMA). Para realizar los experimentos, se usaron trofozoitos en
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fase de crecimiento logaritmica, los cuales se incubaron en un bafio de hielo durante 10 miny

se cosecharon por centrifugacién a 1700 rpm durante 5 min a 4°C.

8.4 Obtencion de extractos totales de los trofozoitos de E. histolytica

Para obtener las proteinas totales se cosecharon los trofozoitos de E. histolytica (HMI: IMSS) y
se lavaron en PBS 1X pH 6.8 a 1700 rpm por 5 min. Posteriormente, se realizo el conteo celular
en una camara Neubauer y se hicieron alicuotas de 3 x 10° de células en tubos eppendorf, se
centrifugaron con 100 pL buffer de RIPA (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 2 uL de E64 10mM
(Sigma-Aldrich) y SuL de Coctel de inhibidores 50x cOmple™ Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma-Aldrich) para poder realizar ciclos de congelamiento-descongelamiento, se
centrifugaron a 5 min a 17000 rpm a 4°C y se recuperaron los sobrenadantes. Los extractos
obtenidos se cuantificaron por el metodo de Bradford y se analizé su integridad por SDS-PAGE.

8.5 Obtencion de extractos citoplasmaticos y nucleares solubles e insolubles

Para obtener las proteinas citoplasmaticas y nucleares de E. histolytica se utilizo el protocolo
descrito por Schreiber et al. 1989, para ello se utilizaron trofozoitos en fase de crecimiento
logaritmica, se incubaron en un bafio de agua-hielo durante 10-15min, para ser despegadas de
las paredes de cultivo, luego se cosecharon por centrifugacion a 1700 rpm durante 5 min a 4°C
y se lavaron en 1 ml de PBS 1X pH 6.8. Las pastillas de células se resuspendieron en 400 pl de
buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1ImM DTT, 0.5
mM PMSF) por cada 1 x10° trofozoitos mezclando suavemente. Luego de 5 a 10 min, se afiadid
25uL de NP40 al 10% por cada 1 x10° trofozoitos. Estos se agitaron vigorosamente en el vortex
durante 30s. y se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a
nuevos tubos. Se re-suspendio la pastilla en el mismo volumen de buffer Ay se colocé sobre un
colchon de sacarosa 0.3M (1mL). Enseguida la pastilla nuclear se re-suspendi6 en 100 pL buffer
de RIPA (20 mM Tris-HCI (pH 7.5). 150 mM NaCl, 1 mM Na;EDTA. 1 mM EGTA. 1% NP-
40) y fueron sonicados para clarificarlos utilizando 3 ciclos de 30s con amplificacion de 80%,
Estos extractos se cuantificaron por el método de Bradford y se analiz6 su integridad por SDS-
PAGE.
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8.6 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de las proteinas obtenidas se realizd utilizando el reactivo del kit Protein Assay
Il (Bio- Rad) el cual estd basado en el método de Bradford que se preparé a una dilucién 1:5 en
agua destilada y se filtr6 en un papel Whatman # 1 para remover particulas precipitadas.
También se preparo6 una solucion concentrada de BSA. Posteriormente, en una placa de 96 pozos
se adicionaron 200uL de la solucion diluida de Bradford a cada pozo considerando los pozos
para la curva para las muestras por triplicado. Se adicionaron 10uLL de cada punto de la curvay
de muestra proteica en el pozo correspondiente, se incubo la placa a temperatura ambiente
durante 5 min. Transcurrido el tiempo de incubacion se midié la absorbancia a 595nm en un
lector de ELISA y con base a las lecturas se determiné la cantidad de proteina a cargar en los
geles de SDS-PAGE.

8.7 SDS-PAGE

Para determinar la expresion y localizacion de la proteina EhMRE11, los extractos antes
obtenidos se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE): el
gel separador se preparo con acrilamida al 10%, Bis-acrilamida 0.9%, Tris- HCI 0.375 M (pH
8.8) y SDS al 0.1 %. Se polimeriz6 agregando 0.05% de persulfato de amonio (PSA) y 0.003%
de TEMED. EI gel concentrador se prepar6 con acrilamida al 5%, Bis-acrilamida 0.36%, Tris-
HCI 0.125 M (pH 6.8), SDS al 0.1%, PSA 0.05% y TEMED 0.005%. Para correr el gel, se
utilizé una solucion amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, 0.1% de SDS (pH 8.3) y se
llevd a cabo manteniendo un voltaje constante de 100 V durante 2 h. Posteriormente, las

proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.

8.8 Transferencia de las proteinas separadas por SDS-PAGE a membranas
de nitrocelulosa

Las membranas de nitrocelulosa y los papeles de Whatman se incubaron durante 5 min en
solucion de transferencia de proteina (20% metanol, 10% Tris-Glicina). Posteriormente, se
utiliz6 la camara de transferencia para permitir migrar a las proteinas del polo negativo al
positivo, de esta manera se transfirid del gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa.

Para ello, primero se coloco una fibra, de papel Whatman y la membrana de nitrocelulosa y a
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continuacion la matriz de poliacrilamida, otro papel Whatman y por ultimo otra fibra. Una vez
armado el dispositivo se dejé correr a 20 Volts por 20 min. Finalmente, la presencia de las
proteinas en la membrana se confirmé por medio de tincion con rojo Ponceau 100 mg rojo
(Ponceau Sigma-Aldrich) por 3 min. Se lavaron las membranas con PBS-Tween 20 al 0.1% para
retirar el colorante. Una vez transferidas las proteinas a las membranas, estas se incubaron
durante toda la noche en una solucion bloqueadora, que contenia 5% de leche descremada
(Svelty) en PBS-Tween 20 al 0.1%. Se utiliz6 el anticuerpo monoclonal de raton 1gG producido
contra los aminoéacidos 3-194 de MRE11 de origen humano (Cat. No. sc-135992 Santa Cruz
Biothecnology) a una dilucion de 1:1000 en una solucién de albumina al 1% con PBS-Tween
1Xy se dejo 16 h en agitacion a temperatura de 4°C. Después las membranas se lavaron durante
1h con PBS-Tween 1X y se adiciond al anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (anti-1gG
de raton) diluido 1:3000 en una solucion de PBS-Tween 1X y leche descremada al 1.5% por 1h
30 min a 37°C en agitacion; las membranas se lavaron durante 1h con PBS-Tween 1X, se
adiciona peroxidasa Luminata Forte HRP (Cat. No. WBLUF0100 Millipore) y se dejo
incubando 5min para visualizar las membranas en el equipo ChemiDoc MP (BIO-RAD) para

detectar a la proteina.

8.9 Ensayos de inmunolocalizacion de la proteina EnMRE11, con EnTRF-like
| y EnTRF-like 111,

Para determinar la localizacion de la proteina EhnMRE11 en los trofozoitos de E. histolytica,
éstos se centrifugaron a 1700 rpm durante 5 min a 4 °C, y se afiadieron 800,000 trofozoitos en
200 pL de medio TYI-S33 a los pozos de una placa de 6 pozos (Corning), dentro de los cuales
previamente se colocaron cubreobjetos tratados con etanol absoluto y acetona estériles. Las
placas se incubaron durante 30 min a 37°C para adherir las células, enseguida se les retiro el
medio y se permeabilizaron con etanol absoluto a -20 °C por 20 min y se lavaron 3 veces con
PBS pH 6.8 filtrado y se adicioné 1 mL de NH4Cl a 50 mM incubandose por 30 min a 37°C. Se
retird el NH4Cl y las preparaciones se bloquearon con una solucion de BSA al 1% a 37°C
durante 30min para evitar uniones inespecificas. Posteriormente, se adiciono el anticuerpo o-
MRE11 1:100 y se incubd a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se realizaron tres lavados con

PBS pH 6.8 filtrado y se incubd durante 1 h con el anticuerpo secundario de ratén acoplado al

fluorocromo Isotiocianato de fluoresceina (FITC) a 37°C, cubierto de la luz. Se realizaron tres
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lavados con PBS 6.8 filtrado para finalmente montar los cubreobjetos en portaobjetos estériles
con 10 pL de Vectashield DAPI (Vector Laboratories) para teiiir el nicleo. Las preparaciones
se observaron en un microscopio confocal Leica (SP2). Las iméagenes obtenidas se procesaron

y analizaron usando el programa Image J.

Para los ensayos de colocalizacion se emplearon los anticuerpos a-EhTRF-like I, a-EhTRF-like
11 marcados con Alexa-647, Alexa-488 respectivamente y a-MRE11 con el anticuerpo
secundario de raton acoplado al fluorocromo tetrametilrodamina (TRITC), utilizando las
siguientes diluciones a-EhTRF-like I (1:50), a—EhTRF-like III (1:200), y a—MRE11 (1:100)
durante toda la noche. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS pH 6.8 filtrado para
después montar los cubreobjetos en portaobjetos estériles con 10 pL. de Vectashield DAPI
(Vector Laboratories) para asi contra tefiir el nacleo. Las preparaciones se observaron en un
microscopio confocal Leica (SP2) en CINVESTAV. Las imagenes obtenidas se procesaron y

analizaron usando el programa Image J.

8.10 Ensayos con el inhibidor VE-821
8.10.1 Cultivo de la linea celular Saos-2 y HeL a.

La linea celular Saos-2 proveniente de osteosarcoma de humano la cual tiene activada la via
ALT, sesembro en frascos para cultivo celular CellBIND ®, con 10 ml de medio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (D-MEM) y suero fetal bovino al 15% (SFB, Gibco, USA). La linea
celular HeLa, la cual no tiene activada la via ALT y proveniente de un carcinoma cervical se
sembré con 10 mL de medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM) y 5 % de suero
de ternera neonata (STN, Gibco, USA). Los cultivos se mantuvieron a ciertas condiciones: 37
°C, 5 % de CO: y una atmosfera himeda a saturacion en incubadora (Nuaire USA). Para la
realizacion de los ensayos se utilizaron cultivos de células tumorales en fase de crecimiento

exponencial a una densidad celular del 70 % (Morgan y Darling, 1993).

8.10.2 Determinacion de la ICso del inhibidor VE-821 en lineas
tumorales Saos-2 y HelLa

Se sembraron 10,000 células en placas de 96 pocillos y se incubaron durante toda la noche. Las

células del dia siguiente se trataron con concentraciones crecientes (0,5, 1, 2, 4, 8 y 16 uM) del
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inhibidor de ATR VE-821 disuelto en DMSO. La determinacion del nimero celular se realizo
por la técnica de incorporacion del colorante cristal violeta de acuerdo a Kueng et al., (1989).
Brevemente, esta técnica consistio en retirar el medio de cultivo de la placa de 96 pozos, e
inmediatamente las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1 % (Sigma- Aldrich. USA) por
20 min, al término del tiempo, se retird el fijador, se realizaron dos lavados a la caja con agua
destilada y se dejaron secar al aire, posteriormente se tifieron las células con el colorante cristal
violeta al 0.1 % (Sigma- Aldrich. USA) por 20 min, posteriormente se retir6 el exceso de
colorante a través de lavados con agua destilada, nuevamente, se dejé secar al aire. Por ultimo,
el colorante se solubilizd en &cido acético al 10 % en agitacion por 20 min, para finalmente
medir la absorbancia a 590 nm en un lector tipo ELISA. Los resultados se graficaron en una

curva dosis-respuesta.

8.10.3 Determinacion de la I1Csp del inhibidor VE-821 en los
trofozoitos de E. histolytica.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos con diferentes cantidades de células para
determinar el niUmero necesario para obtener una confluencia del 70-90%. Las células se trataron
con concentraciones crecientes (1, 2.5, 5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20 uM) del inhibidor de ATR, VE-
821 disuelto en DMSO. La determinacion del numero celular se realizd mediante el colorante
azul de tripano. Este es un colorante empleado para evaluar la viabilidad de células por exclusién
de captacion, ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membranas integras; por
lo que ayuda a diferenciar células muertas. Los resultados se graficaron en una curva dosis-

respuesta.

8.10.4 Ensayos de microscopia confocal en trofozoitos de E. histolytica

Una vez establecida la 1Cso para el inhibidor VE-821 en E. histolytica se analizo su efecto sobre
la colocalizacion de las proteinas EhTRF-like 1, EnTRF-like 11, y EnMRE11. Para ello se
realizaron ensayos de innmunofluorescencia de acuerdo al protocolo ya descrito. Las
preparaciones se observaron en un microscopio confocal Leica (SP2) en el CINVESTAV. Las

iméagenes obtenidas se procesaron y se analizaran usando el programa Image J.
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8.11 Ensayos de inmunoprecipitacion para identificar la interaccion entre las
proteinas ERMRE11 y EnTRF-like 111

Para corroborar la interaccion entre las proteinas EhRMRE11 y EhTRF-like 111 se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion para ello se utilizaron cultivos de trofozoitos de la cepa HMI:
IMSS, se enfriaron y se cosecharon en un tubo de 50mL. Posteriormente se lavaron dos veces a
4° Cy centrifugando a 1,500 rpm durante 5 min, con 30 mL de PBS pH 6.8 tibio, antes de la
ultima centrifugacion se tomo una alicuota para contar las células en una camara Neubauer y se
hicieron alicuotas de 3 x 10° de células en tubos eppendorf, se centrifugaron con 100 uL buffer
de RIPA (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 2 uLL de E64 10mM (Sigma-Aldrich) y SuL de Coctel de
inhibidores 50x cOmple™ Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) para poder realizar
ciclos de congelamiento-descongelamiento, se centrifugaron a 5 min a 17000 rpm a 4°C y se
recuperaron los sobrenadantes. Para iniciar el protocolo de inmunoprecipitacion se utilizo el kit
SureBeads ™ Protein G Magnetic Beads (Bio Rad), el cual se incubd con el anticuerpo
monoclonal de raton IgG producido contra los aminoacidos 3-194 de MRE11 de origen humano
(Santa Cruz Biothecnology) durante 1 hr a 4° C en agitacion constante, las cuales se lavaron 3
veces con 1mL de PBS-Tween 20 al 0.1% a pH 7.4 magnetizando y descartando sobrenadante.
Posteriormente, se les adiciond 100 pg del extracto total para llevar a cabo el pre-clarificado por
1 hora a una temperatura de 4° C del cual se obtuvo el sobrenadante que contenia a las proteinas
preclarificadas. Por otro lado, se incub6 de 1-10 ug de anticuerpo a-MRE11 con las perlas
durante 1 h a una temperatura de 4° C, se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.1% con ayuda del
magneto provisto por el kit. El lisado de proteinas (100 pg) obtenido en el pre clarificado se
adiciond a las perlas conteniendo el anticuerpo a-MRE11 y se dejo interaccionar toda la noche
a una temperatura de 4° C en agitacion. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 con ayuda
del magneto para descartar sobrenadante y posteriormente se eluyé con 30 puL de buffer de
muestra para proteinas 2x; las muestras fueron hervidas por 10 min a 70 °C y las perlas fueron
magnetizadas para descartarlas y el sobrenadante fue transferido a un nuevo vial para asi tener
Unicamente a las proteinas eluidas las cuales fueron analizadas en un gel SDS-PAGE para ser
transferidas a una membrana de nitrocelulosa para inmunodetectarse con el anticuerpo anti a-
MREI11 y a-EhTRF-like 11 .
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9. RESULTADOS

9.1 Analisis in silico de la proteina EnMRE11 y EhMRE11-like en E.
histolytica

Con la finalidad de conocer se E. histolytica posee la proteina MRE11, se realizé una busqueda
utilizando como sonda a la proteina MRE11 de H. sapiens obtenida de la base de datos UniProt
y mediante la herramienta Blast, en la base de datos de AmoebaDB (Fig. 22). Los resultados
muestraron que en el genoma de este parasito se encuentran dos genes que codifican para dos
proteinas similares a MRE11 de H. sapiens. Estas proteinas se denominaron EhnMRE11 y
EhMRE11-like, presentaron una identidad del 33% y 25% y un valor e 2.00E-25 y 2.00E-20,
respectivamente. Una vez identificados los genes que codifican para las proteinas EhnMRE11 y
EhMRE11-like, las secuencias de aminoacidos de las proteinas obtenidas de la base de datos
AmoebaDB se analizaron para identificar la presencia de sus dominios funcionales mediante el
programa P-fam. En la proteina EnMRE11-like de 223 aa se identificd solo el dominio de
fosfoesterasa, el cual tiene actividad de exonucleasa/endonucleasa. Por su parte, ERAMRE11 de
595 aa conserva los dominios de fosfoesterasa y el dominio de union al DNA como su homdlogo
en H. sapiens (Fig. 22). Posteriormente, se alinearon las secuencias de aminoacidos de las
proteinas EhnMRE11 y EnMRE11-like de E. histolytica y MRE11 de H. sapiens empleado la
herramienta ClustalW. En este alineamiento se observo que los 4 motivos de fosfoesterasa (I-
IV) estan conservados tanto en EhMRE11 como en EhMRE11-like (Fig. 22). De manera
interesante, los residuos criticos para la actividad de nucleasa D20, D29, H217 y H247 estan
conservados en ambas. En el caso del dominio de union a DNA solo se encuentra conservado
en la proteina EhnMRE11 (Fig. 22). Finalmente se realizo la prediccion de la estructura terciaria
de las proteinas ENAMRE11 y EhRMRE11-like, mediante el servidor ROBETTA. Sin embargo,
solo se determind la estructura del dominio de fosfoesterasa de ambas proteinas (Fig. 23). El
modelo obtenido con un valor de confianza de 0.94 muestra que el dominio de fosfoesterasa de
la proteina ERMRE11 conserva las 7 alfa-hélices presentes en el dominio fosfoesterasa de H.
sapiens. Estos resultados demostraron que el genoma de E. histolytica codifica para dos
proteinas similares a MRE11 de H. sapiens, asi mismo demostrando que las dos proteinas de

este parasito conservan dominios funcionales.
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Figura 22. Alineamiento de proteinas MRE11 de E. histolytica y MRE11 y H. sapiens. Se realizé un
alineamiento de la secuencia de aminoécidos de EnMRE11 (C4LVX7), EAMRE11-like (C4AM8N7) y MRE11
(P49959), mediante la herramienta Clustal W. Los residuos que son idénticos en las secuencias se resaltan en fondo
negro. Las barras negras ilustran la posicion del dominio conservado de fosfoesterasa, que incluye desde el 8 a los
249 amino&cidos. Las barras de color rojo ilustran la posicion del dominio de unién al DNA que se encuentra desde
el 285 a los 461 aminodcidos. Este dominio se conserva en la proteina ERMRE11. Los puntos rojos representan
amino&cidos importantes para los motivos de fosfodiesterasa (D358, D398, H706 and H792). El recuadro amarillo
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sefiala los aa reconocidos por el anticuerpo monoclonal anti-MRE11.
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Figura 23. Proteinas MRE11 de E. histolytica y H. sapiens. A) Dominios conservados de la proteina MRE11 de
H. sapiens y las proteinas ENMRE11 y EnMRE11-like de E. histolytica. Se observa el dominio de fosfoesterasa en
verde y el dominio de unién a DNA en rojo. B) Alineamiento estructural del dominio de fosfoesterasa mediante el
servidor ROBETTA de MRE11 (azul) y EAMREL1 (rojo).

:



TESIS

9.2 Busqueda in silico de las proteinas homélogas de la via ALT en E.
histolytica.

Con el objetivo de determinar la presencia de la via ALT en este parasito, se realizd una
busqueda de proteinas homdlogas involucradas en esta via (Tabla 8). Para ello se utilizaron
como sondas las proteinas de H. sapiens obtenidas de la base de datos UniProt y, se realizaron
busquedas mediante la herramienta Blast en la base de datos de AmoebaDB. Los resultados
mostraron que en el genoma de este parésito se encuentran la mayoria de los genes que codifican
para proteinas involucradas en esta via. Se identificaron 51 genes de los 59 descritos para esta
via, con una identidad que varia del 12 al 48% y un valor de E comprendido entre 6.00E-04 y
2.00E-179. En la Tabla 8 se describen a las proteinas que consideramos mas relevantes, como
proteinas involucradas en la respuesta de dafio al DNA (DDR) y la reparacion del DNA, entre
ellas ATM y ATR, las cuales hasta la fecha no habian sido identificadas en este protozoario. La
presencia del gen codificante para la proteina ATR es importante debido a que es el principal
blanco del inhibidor VE-821. También fue posible identificar a un posible homdélogo de la
proteina NBN, lo cual podria indicar la presencia del complejo MRN y su papel en la
recombinacion homologa, como ya se ha descrito en H. sapiens (Nabetani, A., et al.,
2010).Previamente se ha descrito que la via ALT se lleva a cabo en los cuerpos APB, por lo que
al analizar el genoma de este organismo también se identificaron los genes codificantes para las
proteinas PML y SP100 (Tabla 8), constituyentes de los cuerpos APB (Jiang, WQ., et al., 2005).
Asi mismo, se identificaron genes que codifican para proteinas relacionadas con la
heterocromatina telomérica, conocidas como CBX1, CBX3 y CBX5. Estas proteinas son
componentes de la heterocromatina y reconocen a la histona H3K9me, que es una marca de
represion epigenética tipica de regiones de DNA telomérico. Finalmente, también se
identificaron los genes que codifican para las topoisomerasas, las cuales son proteinas necesarias
para evitar el efecto topoldgico de la cromatina y sobre las cuales recientemente se ha
demostrado que el inhibidor VE-821 bloquea su actividad (Williamson C. et al., 2016.).
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Tabla 8. Proteinas involucradas en la via ALT identificadas en E. histolytica

PROTEINAS DEL COMPLEJO SHELTERIN

Homo sapiens

Entamoeba histolytica

Nombre
dela
proteina | Funcién N° de NUm. de aa | Locus UniProt Anotacion % de Valor E | NGm. de
acceso Identidad aa
POT1 Proteina 1 de QINUX5 | 634
proteccion de ND
los telémeros
TERF2IP |Proteinalque |Q9NYBO |399
interact(ia con ND
TERF2
TINF2 Factor nuclear 2 | Q9BSI4 | 451 EHI_10998 |C4M3L6 | Proteina 6% 5.90E+0 | 680
que interactlia 0 hipotética 0
con TERF1
TERF1 Factor de union | P54274 439 EHI 14814 | C4ALSY4 Proteina 44% 2.00E- |460
a repeticiones 0 hipotética 07
teloméricas 1
TERF2 Factor de union | Q15554 | 542 EHI_00109 | C4M119 Proteina 37% 3.00E- |404
a repeticiones 0 hipotética 07
teloméricas 2
PROTEINAS ASOCIADAS A TELOMERASA
STN1 Subunidad Q9H668 | 368 EHI_18114 | C4M602 Proteina 8% 2.70E+0 | 219
STN1 del 0 hipotética con 0
complejo CST dominio
conservado
TEP1 Componente de | Q99973 |2,627 EHI_17128 | CAM6P6 Subunidad de | 27% 5.00E- |320
la proteina 0 proteina de 17
telomerasa 1 unién a
nucleotidos
de guanina
beta 2,
putativo
RESPUESTA AL DANO DEL DNA (DDR)
Proteina-serina | Q13315 | 3,056 EHI_01767 | CAM3H1 Proteina 30% 3.00E- |2,457
ATM cinasa ATM 0 hipotética 83
ATR Proteina Q13535 |2,644 EHI_ 19731 | C4LVE7Y Familia de 28% 8.00E- |2,284
serina/treonina 0 fosfatidilinosi 64
cinasa tol 3-y 4-
cinasas
TP53BP1 | Proteina de Q12888 |1,972
unién a TP53 ND
1
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HUS1 Proteina de 060921 | 280 EHI 11829 |C4LZ11 Proteina 18% 4.00E- |260
punto de 0 hipotética 06
control HUS1
MDC1 Mediador de la | Q14676 | 2,089
proteina 1 del ND
punto de
control del
dafio del DNA
NSMCE2 | E3 SUMO - Q96MF7 | 247 EHI_06818 | C4LU11 Proteina 28% 7.00E- |222
proteina ligasa 0 hipotética 12
NSE2 conservada
RAD1 Proteina del 060671 |282 EHI_17870 | CALUT4 Proteina 44% 3.80E+0 | 396
punto de 0 hipotética con 0
control del dominio
ciclo celular conservado
RAD1
RAD9A | Proteina del Q99638 |391 EHI_18688 | C4ALVQ5 Proteina 8% 2.00E+0 | 225
punto de 0 hipotética 0
control del
ciclo celular
RADYA
RAD17 Proteina del 075943 |681 EHI_08205 | CAMS5T7 Proteina 28% 9.00E- 430
punto de 0 hipotética 14
control del
ciclo celular
RAD17
RIF1 Proteina Q5UIPO | 2,472 EHI_12150 | C4M927 Proteina 31% 4.70E+0 | 1,542
asociada a los 0 hipotética 0
telémeros
RIF1
SMC5 Proteina5de |Q8IY18 |1,101 EHI_10628 | C4AM392 Proteina que |30% 4.00E- 1,027
mantenimiento 0 contiene el 130
estructural de dominio
cromosomas RecF / RecN
/ SMC
SMC6 Proteina6de |Q96SB8 |1,091 EHI_03370 | C4M433 Proteina que | 49% 5.00E- |1,023
mantenimiento 0 contiene el 97
estructural de dominio
cromosomas RecF / RecN
/ SMC
REPACION DE RUPTURA DE DOBLE CADENA (DSBR)
BLM Proteina del P54132 |1,417 EHI_02889 | C4AM4V5 Helicasa de la | 39% 8.00E- |1,182
sindrome de 0 familia RecQ, 122
Bloom putativa
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FANCA | Proteina del 015360 |1,455 EHI_12487 | C4M981 Proteinacon | 5% 1.90E+0 | 549
grupo A de 0 dominio 0
anemia de HEAT
Fanconi
FANCD2 | Proteina D2 Q9BXW | 1,451 EHI_01760 | CAM3G5 Proteina 6% 6.10E+0 | 532
del grupode |9 0 fosfatasa 0
anemia de Ser/Thr,
Fanconi putativo
BRIP1 Proteina del Q9BX63 | 1,249 EHI_05424 | CAMG6T8 Helicasa de | 29% 4.00E- {1,033
grupo J de 0 reparacion 68
anemia de del DNA,
Fanconi putativo
FANCL | Proteina QINW3 | 375 EHI_19043 | CAM9T6 Proteina 33% 1.10E- |1,407
ubiquitina- 8 0 hipotética con 02
ligasa E3 dominio
FANCL conservado
H2AFX | Histona H2AX | P16104 | 143 EHI 18896 | CAM2W3 | Histona H2A, | 61% 1.00E- |[159
0 putativa 37
PARP2 Poli (ADP- Q9UGN | 583 EHI_13696 | C4AM5X0 Poli (ADP- | 32% 1.00E- |[891
ribosa) 5 0 ribosa) 67
polimerasa 2 polimerasa,
putativa
PROTEINAS DE RECOMBINACION HOMOLOGA (HR)
BRCAL1 | Proteina de P38398 1,863 EHI_16807 | C4M4Q4 Proteina que |40% 6.00E- |229
susceptibilidad 0 contiene 07
a cancer de dedos de zinc
mama tipo 1
MRE11 |Proteina de P49959 | 708 EHI_12591 | C4LVX7 Proteina 33% 2.00E- |595
reparacion de 0 putativa de 57
rotura de doble reparacion de
hebra MRE11 rotura de
doble hebra
MRE11
EHI_07765 | CAM8N7Y MREL11, 25% 2.00E- |223
0 putativa 20
MUS81 | Endonucleasa | Q96NY9 |551
MUS81 ND
NBN Nibrin 060934 | 754 EHI_09877 | C4M874 Proteina 12% 6.00E- |[442
0 hipotética 04
RAD50 | Proteina de Q92878 |1,312 EHI_07996 | C4M2L7 Proteina 48% 5.00E- [1,241
reparacion de 0 hipotética con 49
DNA, RAD50
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dominio
conservado
RAD51 | Proteina de Q06609 | 339 EHI_03122 | CAM4K4 Proteinade | 70% 2.00E- |366
reparacion del 0 reparacion 167
DNA del DNA
homdlogo 1 RADS51,
putativa
RAD51D | Proteina de O75771 | 328 EHI_03122 | C4M4KA4 Proteina de 30% 1.00E- |366
reparacion del 0 reparacion 15
DNA del DNA
homdlogo 4 RADS51,
putativa
RAD52 Proteina de P43351 |[418 EHI_18823 | C4AM197 Proteina de 48% 2.00E- | 242
reparacion del 0 reparacion y 43
DNA recombinacid
homdlogo n del DNA,
RAD52 RAD52
putativa
RPA2 Proteina A de |P15927 |270 EHI_14700 | C4AM8T1 Proteina 3% 2.80E- | 149
replicacion de 0 hipotética 02
DNA,
subunidad de
32kDa
RPA1 Proteina A de |P27694 |616 EHI_06298 | C4AM8G6 Proteina A 28% 4.00E- |588
replicacion de 0 putativa 34
DNA,
subunidad
70kDa
WRN Helicasa del Q14191 |1,432 EHI_02309 | C4LUM1 | Familia de 37% 6.00E- |509
Sindrome de 0 helicasa 73
Werner RecQ
dependiente a
ATP
XRCC3 | Proteina de 043542 | 346 EHI_12286 | CAM5L7 Proteina de 27% 1.00E- |283
reparacion del 0 reparacion 09
DNA, XRCC3 del DNA,
RADS51
putativa
PROTEINAS DE LOS CUERPOS PML
MORC3 |Proteina3de |Q14149 |939
dedo de zinc ND
tipo CW de la
familia MORC
PML Proteina PML |P29590 |882 EHI_02587 | BIN4D7 Proteina 25% 4.00E- |672
0 hipotética 05
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SP100 Antigeno P23497 |879 CALTF9 Proteina que | 42% 6.00E- |[111
nuclear Sp- EHI_04548 contiene 13
100 0 dominio
HMG
HETEROCROMATINA
CBX1 Homologo1 | P83916 | 185 EHI_20071 | CAM3X7 Proteina 39% 3.00E- |580
de la proteina 0 hipotética 08
Chromobox
CBX3 Homologo3 | Q13185 183 EHI_20071 | CAM3X7 Proteina 35% 2.00E- |580
de la proteina 0 hipotética 80
Chromobox
CBX5 Homologo 5 | P45973 |191 EHI_20071 | CAM3X7 Proteina 35% 3.00E- |580
de la proteina 0 hipotética 05
Chromaobox
TOPOISOMERASAS
TOP2A | DNA P11388 |1,531 EHI_12064 | QGRCMO | DNA 48% 0.00E+0 | 1,349
Topoisomeras 0 Topoisomeras 0
all alfa a ll, putativa
TOP3A |DNA Q13472 |1,001 EHI_03892 | C4LZR4 DNA 44% 2.00E- |607
Topoisomeras 0 Topoisomeras 179
a lll alpha a I, putativa
ENDONUCLEASAS
ERCC1 Proteina de P07992 |297 EHI_12616 | C4LWO01 Proteina de 14% 1.00E- |238
reparacion por 0 reparacion 13
escision de por escision
DNA ERCC-1 de DNA,
putativa
FEN1 Endonucleasa |P39748 |380 EHI_09974 | CAM6GS Nucleasa 51% 4.00E- |376
Flap 1 0 Flap, putativa 135
ERCC4 |Endonucleasa |Q92889 |916 EHI_14831 | C4LTO1 Endonucleasa | 23% 1.00E- |882
de reparacion 0 de reparacion 38
de DNA, XPF de DNA,
putativa
CO-REGULADOR DE LA TRANSCRIPCION
NRIP1 Proteinaque |P48552 |1,158 EHI_02299 | C4LUL2 Proteina 9% 2.40E+0 | 1,005
interactia con 0 hipotética 0
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el receptor
nuclear 1
FACTORES NUCLEARES
NR2F1 Factor de P10589 |[423
transcripcion ND
COUP1
NR2F2 Factor de P24468 | 414 EHI_13875 | C4AM4I1 Cinasa- 23% 2.50E- |1,088
transcripcion 0 tirosina, 01
COUP 2 putativa
MLX Proteina Max- | QOQUH92 | 298 EHI_05850 | CAM5F6 Familia 10% 4.70E+0 | 325
like X 0 Peptidasa, 0
C54
PROTEINA NUCLEAR
PCNA Antigeno P12004 |261 EHI_ 12845 | CAM9R9 Antigeno 35% 9.00E- |262
nuclear de 0 nuclear de 52
células células
proliferativas proliferativas,
putativo
SUPRESOR DE TUMORES
TP53 Antigeno P04637 | 393 EHI_02342 | Q868M8 Proteina 30% 6.00E- [430
tumoral 0 hipotética 49
celular p53 conservada,
p53
REGULADOR DE SPLICING
HNRNPA | Ribonucleopro | P22626 | 353 EHI_05666 | C4AM9T1 Proteina de 24% 2.00E- |306
2B1 -teina 0 union a RNA, 12
nucleares TIA-1
heterogéneas putativa
A2/B1
CINASA
CDKN1A | Inhibidor de la | P38936 | 164
cinasa ND
dependiente de
ciclina 1
PROTEINA DEL CICLO CELULAR
CDK2 Cinasa 2 P24941 | 298 EHI_06528 | CAM6K6 Proteinade | 52% 1.00E- |291
dependiente de 0 division 107
ciclina celular,
cinasa 2

utativa
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PROTEINA DE CHOQUE TERMICO

CDC37

Hsp90 co- Q16543 | 378 EHI_16885 | BIN3F6 Proteina 29% 2.50E+0 | 167
chaperona 0 hipotética 0
Cdc37

Una vez detectados los genes que codifican para las proteinas involucradas en la via ALT, las
secuencias de aminoacidos de las proteinas obtenidas de la base de datos AmoebaDB se
analizaron mediante el programa P-fam y se identificaron sus dominios funcionales. Los
resultados mostraron que las proteinas involucradas en la respuesta al dafio de DNA (DDR),
proteinas de los cuerpos PML, de heterocromatina y topoisomerasas, conservan algunos de sus

dominios funcionales, cuando se compararon con sus homologos de H. sapiens (Tabla 9)

Por ejemplo, en el caso de la proteina similar a ATR se identificaron los dominios PI13_P14
cinasa y FATC, los cuales son relevantes para su actividad enzimatica. Cabe destacar que el

dominio PI3_P14, ademas es la region blanco del inhibidor VE-821.

En cuanto a las proteinas del complejo MRN, es interesante que E. histolytica tengas dos
proteinas homologas a MRE11, de las cuales solo una conserva el dominio de con actividad de
exonucleasa y endonucleasa y, la otra proteina contiene todos los dominios funcionales, tal y
como su homologo en H. sapiens. En el caso de Rad50, la cual ya habia sido descrita por Lopez-
Casamichana, 2008, solo conserva el dominio AAA_ 23, relacionado con la actividad de ATPasa
y carece del dominio zinc-hook. En el caso de la proteina NBS1 solo conserva el dominio FHA
el cual tiene un papel crucial para el reconocimiento de la histona H2AFX y para la
relocalizacién del complejo of MRE11/RAD50 durante el reconocimiento del dafio al DNA o

el mantenimiento de la longitud telomérica (Tabla 9).

En tanto que las proteinas putativas Sp-100 y PML de E. histolytica carecen de los dominios
funcionales presentes en sus contrapartes humanas. En el caso de las proteinas relacionadas con
la heterocromatina, las identificadas en este parasito conservan el dominio CHROMO, el cual

esta relacionado con la condensacién de la cromatina (Tabla 9).
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Finalmente, las topoisomerasas mantienen casi todos sus dominios funcionales, especialmente

la homologa a la topoisomerasa 2A, que ademas es blanco del inhibidor VE-821 (Tabla 9).

En resumen, se puede concluir que como resultado de este andlisis in silico se identificaron los
genes que codifican para proteinas claves de la via ALT, en el genoma de E. histolytica. La
identificacién de estas proteinas podria explicar algunas de las caracteristicas de los
cromosomas de E. histolytica, por ejemplo la variacién en el tamafio en las regiones
subteloméricas y teloméricas y la variacion de las regiones que codifican para tRNA, las cuales
contienen diferentes repetidos STR. Ademas, la presencia de este mecanismo podria contribuir
al mantenimiento telomeérico en este parasito; sin embargo, es necesario demostrar la expresion

de estas proteinas en futuros trabajos.
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Tabla 9.Dominios funcionales presentes en la proteina de la via ALT identificadas en E. histolytica

-

1

Homo sapiens Entamoeba histolytica
PROTEINAS DEL COMPLEJO SHELTERIN
POTI ND
1 141 152 283
1 834
TERF2IP (RAP-1) ND
17 100 132 18 321 308
I il
e
TINF2 Proteina hipotética
20 18
TN —— ; -
TERF1 Proteina hipotética
7 o w4l Ed 0 e a7
R B L B
TERF2 Proteina hipotética
4 203 318 38 450 537 E e 304 382
. e EE
1 REM 4 1 404
PROTEINAS ASOCTADAS A TELOMERASA
STN1 Proteina hipotética con dominio conzervado
- 155 157 334 50 137 180 213
MIB _  MB
HERC2 HERC2
1 303 1 210
TEP1 N Subunidad de proteina de unién a nucledtidos de guanina beta 2, p
19 208 g7 800 1011 1162 & ﬁ’ 3 *" s 47 B0 139 180 27 I oan
UF2
2827 1 320
RESPUESTA AL DANO DEL DNA (DDR)
ATM Proteina hipotética

2,480 2713 062 3025 3058 2124 2,374 2428 2458
FAT
c —
1 FATE 5 457

3,088

2587 2813 2644

Familia de fosfatidilinositol 3- y 4- cinasas

1.881 2374 2234 1234

FATC
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TP33BP1 ND

1.482 1.604 1887 1,072

HUS1 Proteina hipotética

205

s I
: [,

MDC1
ND
54 124 1877 1.070
Ml I
NSMCE2 Proteina hipotética conservada
167 237 w0208
Dedos ﬂ
1 de Zinc 247 f 222
RADI Proteina hipotética con dominio conservado
13 275 108 212
S ma -
232 1 308
RADDA Proteina hipotética
1 208
Rad9 — , -
RADI17 Proteina hipotética
24 260 " 2
: ‘e -
1 I/ a1 1 420
RIF1 Proteina hipotética
22 361
/ / S
1 m—/ 2472 1 1/ 1542
SMC3 Proteina que contiene el dominio RecF/RecN/SMC
52 Lo70
13 270
SMCé Proteina que contiene el dominio RecF/RecN/SMC
50 340 5 143
i - 1,091 1_- 1,023

REPARACION DE RUPTURA DE DOBLE CADENA (DSER)

BLM Helicasa de la familia Rec(), putativa
1 387 T2 411 425 847 660 G41 B74 084 005 1067 1.071 11881215 1382 484 837 662 779 TR0 &50 gz 1.0685
e | o Q] ~ o B - -
1 1.417 1 1182
FANCA Proteina con dominio HEAT
170 524 1254 1.318 470 509

i — - e,

FANCD2 Proteina fosfatasa Ser/Thr, putativa
1,415 118 336

BRIP1 Helicasa de reparacion del DN A, putativa
129 320 573 740
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0z 110

FANCL Proteina hipotética con dominio conservado
1 2p5 303 L
1 75 1 I/ 1,407
HIAFX Histona HIA, putativa
2 8182 126 1 120122 155
1 143 1 158
PARP2 Poli(ADP-ribosa) polimerasa, putativa
576
11 85 14 184 418 403 542 568 891 8a7
- 4m7
s 1 R M e mm
RECOMBINACION HOMOLOGA (HR)
BRCAl Proteina que contiene dedos de zinc
2 94345 508 1843 17231788 1842 - -
1 1,883 1 -_ e
MRE11 Proteina putativa de reparacién de rotura de doble hebra, MRE11
1 249 204 451 8 244 285 40
MEE11, putativa
s 21
1 -_zza
MUSEL
s 415 WD
1 - 551
NEN Proteina hipotética
P 00 g 3% B33 46 n ]
oooma [EEE [ oo
FADS0 Proteina hipotética con dominio conservado
B 235 &858 T2 1,174 1,251 B 280
1
RAD3] Proteina de reparacion del DNA RADS], putativa
32 7o B4 338

Proteina de reparacién del DNA RADS], putativa

50 2 110 2

1 356
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RAD32 Proteina de reparacion y recombinacion del DNARADS2, putativa
36 178 ] 163

~—  Rads2_Rad22 — -~ Rad52_Rad22
1 418 1 242
RPA2 Proteina hipotética

168 262
58 18

RPA1 Proteina A putativa

336 104 o7 280 305 402 481 £08 263 155 428 558

tRNA_an

7 i | [Remeac] ., : fresmesc] .,

WERIN Familia de helicasas RecQ
57 23 550 723 748 mEQET0 B409531,0861,153 12191258 a5z a8 208 242 351
/ -,
Bind
‘I ’. — . 1432 1 08
XRCC3 Proteina de reparacion del DNA RADS1 C, putativa
52 340 14 283
CUERPOS PML
MORC3
) 164 248 382 408 452 ND
= e -
1
PML Proteina hipotética
24 166 240 ST

TonRM
c

SP100 Proteina que contiene dominio HMG
a8 147 0] 675 ga4 752 760 837 20 04
o EEE e
, BOX 70 1 BOY 111
HETEROCROMATINA
CBX1 Proteina hipotética
21 Ta 118 170 456 S07
o -_- as 1 1/ - B
CBX3 Proteina hipotética
E 70 112 174 JE—
CBX5 Proteina hipotética
20 80 122 74 e o7
TOPOISOMERASAS
TOPZA DINA Topoisomerasas I, putativa
78 225 286 430 456 572 573 711713 1,172 1430 1522 &1 208 241 404 428 544 543 G7Z T4 1,118

f— DTHCT — Tarm
[T ©

1,345
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ENDONUCLEASAS
ERCC1 Proteina de reparacion por escision de DNA, putativa
100 3 17 E 15 14
T Rad10 _m_zgv i | Rad10 B
FEN1 Nucleasa Flap, putativa
1 107 146 233 1 108 147 234
ERCC4 Endonucleasa de de DNA. p
&85 E16 869 757
f I
‘ Z =1 ‘ I == .
CO- REGULADOR DE LA TRANSCRIPCION
NEIP1 Proteina hipotética
2 330 a1 736 753 a4 846 1,158
; .
1,158
FACTOR NUCLEAR
NEZF1
B 153 205 a4 ND
|
i 423
NE2F2 Cinasa-tirosina, putativa
L 146 198 387 604 1,082
Z-Ca f -
! E_‘“ ! /1 - 1,088
MLX Familia Peptidasa, C34
130 185 56 198 207 2567
m sa
1 208 1 e 325
PROTEINA NUCLEAR
PCNA Antigeno nuclear de células proliferativas, putativa
125 128 254 a 126129 284
PCNA_N - PCNA_N -
1 261 i 262
SUPRESOR DE TUMORES
TP53 Proteina hipotética conservada, p33
4 3032 58 98 289 318 358 148 169
i 203
REGULADOR DE SPLICING
HNENPAZIB1 Proteina de unidn a RNA, TIA-1 putativa
23 22 114 163 45 114 131 201 234 298

l - 353
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CINASA

CDEN1A

ND
20 ]
1 m 164
CICLO CELULAR
CDR2 Proteina de divisién celular, cinasa 2 putativa
4 286 4 283
1 Cinasa 298 | Cinasa 2499
PROTEINA DE CHOQUE TERMICO
CDC3T Proteina hipotética

184 165 76 28T 359

(DC37_N  coca7_m .— .
- . 1 167

i

9.3 Determinar la expresion y localizacion de ERMRE11 en trofozoitos de E.
histolytica.

El andlisis in silico sugiere la presencia de dos proteinas tipo MRE11 en este parasito, pero para
demostrar su expresion se realizaron ensayos de inmunodeteccion empleando el anticuerpo
monoclonal comercial anti-MRE11. Este anticuerpo esta dirigido contra un péptido que incluye
los aminoéacidos 3-194 de MRE11 de origen humano (Santa Cruz Biothecnology) (Fig. 22), los
cuales estan conservados en las proteinas EhnMRE11 y ERMRE11-like. En estos ensayos se
usaron extractos totales, citoplasmaticos y nucleares de trofozoitos de E. histolytica, y como
controles positivos se obtuvieron lisados de las lineas tumorales Saos-2 y HelLa. Los extractos
proteinicos se separaron en geles SDS-PAGE al 10% Yy se analiz6 su integridad mediante una
tincion con azul de Coomasie. En estos geles se comprobo la integridad de las proteinas
obtenidas, con un patron que incluy6é proteinas de alto y bajo peso molecular, asi como

concentraciones similares en cada uno de los extractos analizados (Fig. 24A).

Posteriormente, estos geles se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se llevaron a
cabo los ensayos de inmunodeteccion (Fig. 24B-C). Como control del fraccionamiento, las

membranas se re-inmundetectaron con el anticuerpo a-EhGata 1-like, ya que es un factor de
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transcripcion. Tanto en los lisados totales, como en la fraccion nuclear se evidenci6 una banda
de 25 kDa, correspondiente al peso molecular reportado para esta proteina (Fig. 24C). Esta
proteina también se detecto en los lisados de las células control Saos-2 y HelLa (Fig. 24C). En
extractos proteicos, pero empleando el anticuerpo anti-MRE11se detectd una banda de 75kDa,
correspondiente al peso molecular de la proteina MRE11 (Fig. 24B); en tanto que en los
extractos de E. histolytica se detectd una banda de 68 kDa, la cual corresponde con el peso
predicho de la proteina EhRMRE11. Cabe mencionar que esta proteina se enriquecid en la
fraccion nuclear, donde de manera adicional se evidencio una banda de aproximadamente 120
kDa (fig. 24B, asterisco), que podria corresponder a una forma modificada post-
traduccionalmente. Debido al tamafio encontrado, podria tratarse de una forma SUMOylada.
Hasta el momento, estos hallazgos sugerian que E. histolytica solo expresaba a la proteina
EhMRE11, pero aparentemente no a ENMRE11-like.

Adicionalmente, se realizdé un fraccionamiento nuclear para analizar las proteinas solubles e
insolubles con la idea de estudiar la presencia de EhMRE11 en regiones asociadas a la
membrana nuclear (fraccion insoluble) y proteinas difusas en el nucleoplasma (fraccion
soluble). En la fraccidn insoluble se inmunodetecto la banda de 68 kDa correspondiente a
EhMRE11; en tanto que en la fraccion soluble se evidencié una banda de 25 kDa, que
corresponde con el peso molecular predicho para EhnMRE11-like, de acuerdo con la base de
datos AmoebDB (Fig. 24B). En conjunto, ambos resultados indican que E. histolytica expresa
tanto EhHMRE11 como EhMRE11-like, sugiriendo que estas proteinas podrian tener funciones

diferentes dentro del nicleo de este organismo.
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Figura 24.Inmunodeteccion de la proteina EhnMRE11y EhMREL1-like en E. histolytica. A) Extractos totales,
citoplasmaticos y nucleares totales de las lineas tumorales HeLa y Saos-2 y de trofozoitos de E. histolytica,se
separaron en un gel de SDS-PAGE al 10% y se tifieron con azul de Coomasie. (B) Geles similares se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa para la inmunodeteccion de la proteina MRE11, utilizando el anticuerpo monoclonal
a-MRE11 (*: la banda correspondiente a una posible forma modificada de MRE11). C) El anticuerpo a-EhGatal-
like se utiliz6 como control de la fraccion nuclear. (#) Posibles dimeros de Gata y (*) Forma modificada post-
traduccionalmente de Gata. T, extractos totales; C, extractos citoplasmaticos; Nt, extractos nucleares totales; Ns,
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Los resultados anteriores sugieren que ERMRE11 y EhMRE11-like se concentran en el ndcleo
de los trofozoitos, por lo tanto, con el objetivo de determinar la localizacion subcelular de estas
proteinas se realizaron ensayos de inmunofluorescencia (Fig. 25). Para ello, los trofozoitos de
E. histolytica se sembraron sobre cubreobjetos, se permeabilizaron con etanol y se incubaron
con el anticuerpo a-MRE11. Debido a que este anticuerpo reconoce a ambas proteinas y solo
las puede diferenciar por su peso molecular en ensayos de western blot, pero no de
Inmunofluorescencia, en adelante nos referimos a ambas proteinas como una sola y la
denominaremos ENMRE11. Las imégenes de microscopia confocal muestran a ERMRE11 en el
nacleo, enriquecida en regiones cercanas a la membrana nuclear de algunos trofozoitos (Fig.
25A). En el nucleo co-localizé con el marcador nuclear DAPI y con proteinas de funcion
nuclear, como EhPCNA, ldamina B1 y H4K20me3 (Fig.25B-D). EnPCNA esta relacionada con
la replicacion del DNA y también se ha descrito su presencia en los cuerpos APB. Tanto
EhMRE11 como EnPCNA co-localizaron cerca de la membrana nuclear (Fig. 25B). De manera
congruente, EhMREZ11 co-localiz6 con lamina B1, un marcador de periferia nuclear (Fig. 25C).
Ademas, la co-localizacion EhMRE11 con la marca de heterocromatina telomérica H4K20me3
(Fig. 25D), proporciona evidencia de la presencia de EhMREZ11 en regiones de heterocromatina,

particularmente en foci que podrian corresponder a posibles cuerpos APB.
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o-MRE11

20um

DAPI a-MRE11 a-PCNA MERGE

20 um

DAPI a-MRE11 a-Laminin MERGE

CF DAPI a-MRE11 a-H4K20

Figura 25.Localizacién de la proteina ERMRELL en los trofozoitos de E. histolytica. Los trofozoitos de E.
histolytica en estado basal se adhirieron a cubreobjetos, se fijaron y permeabilizaron con etanol absoluto a -20°C.
Posteriormente, las muestras se bloquearon con albumina al 1% y se incubaron con los anticuerpos especificos. A)
a-MRE11 (verde). En los siguientes ensayos se utilizo el anticuerpo a-MRE11 acoplado a TRITC (rojo). B) El
anticuerpo a-PCNA fue utilizado como control de localizacidn nuclear (verde). C) El anticuerpo a-lamina B1 se
utiliz6 como control de periferia nuclear (verde). D) El anticuerpo o-H4K20me3 (verde) fue un control de
heterocromatina y regién telomérica. Las imagenes de microscopia confocal son representativas de ensayos
realizados por triplicado. Las cabezas de flecha blancas indican la presencia de la proteina ERMRE11 en el nicleo
de los trofozoitos, asi como la formacion de foci los cuales podrian estar relacionados con cuerpos APB. Los

nlcleos se contratifieron con DAPI (azul). CF, contraste de fases.
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Asi mismo, para evidenciar la co-localizacion de las proteinas ENMRE11 y EhRad50 en este
parésito se realizaron ensayos de inmunofluorescencia (Fig. 26) utilizando el anticuerpo a-
MREI11 y a-RADS50, detectados con anticuerpos secundarios anti-conejo marcados con TRITC
y FITC respectivamente. De manera interesante se observo co-localizacién de EhnMRE11 con
RADS50, en algunos sitios nucleares, lo cual provee evidencia de la presencia del complejo
MRN. En los eucariotas, el complejo MRN ha sido identificado como crucial en muchas etapas
del proceso de reparacion de las roturas de DNA de doble cadena: deteccién inicial de una
lesion, detencion del ciclo celular para permitir la reparacion y seleccién de una via de
reparacion especifica, es decir, mediante recombinacion homdloga. MRE11l y Rad50
interaccionan para formar el complejo MRN y su funcion esta relacionada con la HR, lo que nos
podria indicar la presencia de cuerpos APB relacionados con la via ALT en este parasito.
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a-Rad50 MERGE

Figura 26.Colocalizacion de EhMRE11 y EhRADS50 en trofozoitos de E. histolytica. .Los trofozoitos se
prepararon para ensayos de Inmunofluorescencia, adhiriéndose a cubreobjetos, fijandose y permeabilizdndose con
etanol absoluto a -20°C. Posteriormente, las muestras se bloquearon con albumina al 1% y se incubaron con los
anticuerpos monoclonales a-MRE11 (rojo) y a-RAD50 (verde). Los nlcleos se contratifieron con DAPI (azul). Las
imagenes de microscopia confocal son representativas de ensayos realizados por triplicado. Las cabezas de flecha
blancas sefialan la co-localizacion nuclear de ambas proteinas. CF, contraste de fases.
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9.4 Co-localizacion de las proteinas EnNMRE11, EhTRF-like | y EnTRF-like
I11 en foci nucleares en E. histolytica.

Para determinar la presencia de los cuerpos APB en este parasito se determind si las proteinas
EhMREL11, EhTRF-like I y I1l compartian la misma localizacion en el ndcleo de este parasito,
informacion que nos permitiria contar con los primeros indicios del mecanismo de
mantenimiento telomérico en este organismo por medio de la via ALT. Los trofozoitos
cultivados en condiciones basales se procesaron para Inmunofluorescencia, utilizando los
anticuerpos a-MRE11 (detectado con un anticuerpo secundario anti-conejo TRITC), a-EhTRF-
like T marcado con Alexa 647 y a-EhTRF-like 111 marcado con Alexa 488. Las imagenes de
microscopia confocal evidenciaron la presencia de EhMRE1l1l, EhTRF-like 1 y 1l
principalmente en la periferia nuclear y en algunos foci dentro del nacleo (Fig. 27). Teniendo
en cuenta que estas proteinas podrian participar en la proteccion de los extremos terminales de
los cromosomas y que EhRMRE11 podria contribuir en los mecanismos de recombinacion
homologa, nuestras observaciones aportan una evidencia solida de la posible presencia de

cuerpos APB y del mecanismo ALT en E. histolytica.

CF DAPI a-MRE11 a-EhTRF-like | a-EhTRF-like Il MERGE

Figura 27. Colocalizacion de las proteinas EAMRE11, EnTRF-like | y EnTRF-like I11. Los trofozoitos de E.
histolytica se prepararon para microscopia, se adhirieron a cubreobjetos se fijaron y permeabilizaron con etanol
absoluto a -20°C, posteriormente se bloguearon con albumina al 1% y se incubaron con los anticuerpos a-MRE11
(Rojo), a- EnTRF-like | marcado con Alexa 647 (magenta) y a-EhTRF-like 11l marcado con Alexa 488 (verde).
Los nucleos se contratifieron con DAPI (Azul). CF; Contraste de fases. En el panel inferior se muestra un aumento
de uno de los nicleos. Las flechas blancas indican la formacidn focis, los cuéles podrian estar relacionados a
cuerpos APB en este parasito. CF, contraste de fases.
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9.5 Efecto del inhibidor VE-821 sobre la viabilidad celular y la co-localizacion
de EnMREL11, EnTRF-like I y EnTRF-like 111 en E. histolytica.

El compuesto VE-821 es un inhibidor competitivo de ATP que afecta especificamente a la
proteina ATR (Deeg, K., et al., 2016). La proteina ATR es un componente importante de los
cuerpos APB y su activacion esté relacionada con la via ALT (Conomos, D., et al., 2012). Este
inhibidor se ha utilizado para caracterizar a las células tumorales que utilizan esta via para
mantener sus telémeros (Flynn, RL., et al. 2015). En primer lugar, para analizar el efecto del
inhibidor VE-821, se utilizo la linea celular Saos-2 como control positivo de la via ALT y al as
células HeLLa como control negativo de esta via, ya que son positivas a la telomerasa (Conomos,
D., etal., 2012). En estos ensayos, las células se sembraron por triplicado en placas de 96 pozos
y se dejaron crecer hasta alcanzar una confluencia del 70 a 90% durante 24 h, posteriormente se
trataron con concentraciones crecientes (0,5, 1, 2, 4, 8 y 16 uM) del inhibidor VE-821, disuelto
en DMSO. El efecto del inhibidor se determind evaluando la viabilidad celular por la técnica de
incorporacion del colorante cristal violeta, de acuerdo con Kueng et al., (1989). La linea tumoral
HeLa proveniente de cancer cervicouterino, presentd una ICso de 6.5 uM (Figura 28A); en tanto
que la linea de osteosarcoma Saos-2, se mostré una ICso de 0.5 uM (Figura 28B). Es decir que
el inhibidor de ATR, a una dosis baja de 0.5 uM, inhibe el 50% de las células Saos-2, positivas
a la via ALT; a diferencia de la concentracion elevada de 6.5 uM empleada para inhibir la linea
tumoral HelLa, demostrando que son negativas a esta via y necesitan una dosis mayor para

inhibir el 50% de su poblacion.
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Figura 28.Efecto del inhibidor VE-821 en la viabilidad celular de las lineas celulares HeLA y Saos-2 y en
trofozoitos de Entamoeba histolytica. Ay B) Las células HelLa y Saos-2 fueron cultivadas en placas de 96 pozos
(10,000 células/pozo) por 24 h, posteriormente se trataron con concentraciones crecientes del inhibidor VE-821.
C) Trofozoitos de E. histolytica fueron cultivados en placas de 24 pozos (100,000 células/pozo) y estimulados con
concentraciones crecientes del inhibidor VE-821 durante 72 h. Los gréaficos presentados muestran la media y el
error estandar de tres ensayos independientes llevados a cabo por triplicado. El porcentaje de viabilidad se analiz6
mediante el programa GraphPad Prism 7, para obtener la ICs y la R

103




TESIS

VE-821

9.7 uM 100 uM

Figura 29.Efecto del inhibidor VE-821 en los trofozoitos de E. histolytica. Trofozoitos control, con DMSO
(vehiculo), o tratados con VE-821 a dos dosis (9.7uM y 100uM), se tifieron con azul de tripano y se observaron
mediante microscopia Optica. Las imagenes son representativas de ensayos por triplicado.

Una vez demostrada la especificidad del inhibidor, se evalué su efecto sobre trofozoitos de E.
histolytica, los cuales se sembraron en placas de 24 pozos y se estimularon durante 72 h con
concentraciones crecientes (1, 2.5, 5, 10, 12.5, 15, 17.5y 20 uM) de VE-821 disuelto en DMSO.
La viabilidad celular se determind utilizando el colorante azul de tripano, el cual permitid
discriminar entre células vivas y muertas. Las células vivas no presentan dafio en su membrana
por lo que el colorante no se incorpora en su interior, a diferencia de las células muertas que se
tifien de azul (Fig. 29). La concentracion inhibitoria media (ICso) se calculd6 mediante el
programa GraphPad Prism 7, encontrandose una ICso =9.7 uM (Figura 28C). Debido a que esta
concentracion fue mas alta que al presentada por las dos lineas tumorales empleadas como
control, se analiz6 ademas la morfologia de los trofozoitos en diferentes condiciones: control,
DMSO (vehiculo), a la dosis de 1Cso (VE-821 a 9.7 uM) y a una dosis letal (VE-821 a 100 uM).
En presencia del inhibidor, los trofozoitos mostraron dafio en su membrana, ya que se tifieron

con el azul de tripano y sus nucleos lucieron de mayor tamafio (Fig. 29). Este efecto fue mas
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dramético en la dosis letal, demostrando que VE-821 es capaz de afectar severamente a estos
parasitos.

Una vez demostrado el efecto del inhibidro VE-821 en la viabilidad de los trofozoitos, se
procedio a evaluar su efecto en la localizaciéon de las proteinas EhMRE11, EnTRF-like | y
EhTRF-like 111, mediante ensayos de Inmunofluorescencia y empleando parésitos tratados
durante 72 h con dos concentraciones de VE-821 (5y 9.7 uM). Los anticuerpos utilizados fueron
a-MRE11 (seguido por un anticuerpo secundario anticonejo-TRITC), a-EhTRF-like | marcado
con Alexa 647 y a-EhTRF-like 111 marcado con Alexa 488. De manera interesante, la presencia
del inhibidor ocasiono una disminucion de la localizacion nuclear de las tres proteinas y pérdida
de los foci donde previamente se habia conservado co-localizacion de ERMREL1, EhTRF-like
| y EnTRF-like I11; asi como un aumento en la tincion citoplasmatica (Fig. 30, 31, 32 y 33).
Este cambio de localizacion subcelular (desde el ndcleo hacia el citoplasma) fue mas evidente
para la proteina EhnMRE11 (Fig. 31, 32 y 33).
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Control

EhTRF-like | + EnTRF-like Ill
A EhTRF-like | EhTRF-like Il +DAPI

20 um

EhMRE11+ EhTRF-like Il

EhMRE11 EhTRF-like Ill +DAPI

20 um

EhTRF-like | + EnTRF-like Il EhMRE11+ EhTRF-like IlI
B +DAPI +DAPI

Figura 30. Co-localizacion de ERMRE11, EnTRF-like | y EnTRF-like 111 en trofozoitos de E. histolytica. A)
Trofozoitos se sembraron en placas de 24 pozos durante 72 h, se prepararon para microscopia, se adhirieron a
cubreobjetos, se fijaron y permeabilizaron con etanol absoluto a -20°C. Posteriormente, las muestras se bloquearon
con albumina al 1% y se incubaron con los anticuerpos monoclonales a-MRE11 (rojo) a- EnTRF-like I (rojo) y a-
EhTRF-like 111 (verde). B) Aumento de los ndcleos de trofozoitos donde co-localizan EhTRFs (izquierdo)
EhMREL1 (derecha) con EnTRF-like Il1. Las cabezas de flecha blancas indican la presencia de EhMRE11 en el
nlcleo, asi como la formacion de foci. Los nlcleos se contratifieron con DAPI (azul).
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5um VE-821

EhTRF-like | + EnTRF-like lll
EhTRF-like | EhTRF-like Il +DAPI

20 um

EhMRE11+ EhTRF-like llI
EhMRE11 EhTRF-like 1l +DAPI

20 um

EhTRF-like | + EhnTRF-like Il EhMRE11+ EhTRF-like Il
+DAPI +DAPI

Figura 31. Efecto del inhibidor VE-821 a una concentraciéon de 5 pM en la co-localizacion de las proteinas
EhMRELL, EhTRF-like 1 y 111 en trofozoitos de E. histolytica. A) Trofozoitos se sembraron en placas de 24
pozos y con el inhibidor VE-821 a una concentracion de 5 uM durante 72 h. Los parasitos se prepararon para
microscopia, se adhirieron a cubreobjetos, se fijaron y permeabilizaron con etanol absoluto a -20°C.
Posteriormente, las muestras se bloquearon con albumina al 1% y se incubaron con los anticuerpos monoclonales
a-MRE11 (rojo) a- EnTRF-like I (rojo) y a-EhTRF-like 111 (verde). B) Aumento de los nucleos de trofozoitos,
donde se co-localizan EhTRFs (izquierda) y EhnMREL1 (derecha) con EnTRF-like I1l. Las cabezas de flecha
blancas indican la presencia de ENMRE11 en el nicleo, asi como la formacion de foci. Los nicleos se contratifieron
con DAPI (azul).
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EhTRF-like | EhTRF-like Il +DAPI

20 um

EhMRE11+ EhTRF-like llI
EhMRE11 EhTRF-like Il +DAPI

20 um

EhTRF-like | + EnTRF-like Il EhMRE11+ EhTRF-like Il
+DAPI +DAPI

5um

Figura 32.Efecto del inhibidor VE-821 a una concentracion de 9.7 uM en la co-localizacion de las proteinas
EhMRELL, EhTRF-like I y 111 en los trofozoitos de E. histolytica. A) Trofozoitos se sembraron en placas de
24 pozos y con el inhibidor VE-821 a una concentracion de 9.7 uM durante 72 h. Los parasitos se prepararon para
microscopia, se adhirieron a cubreobjetos, se fijaron y permeabilizaron con etanol absoluto a -20°C.
Posteriormente, las muestras se bloquearon con albumina al 1% y se incubaron con los anticuerpos monoclonales
a-MREL1 (rojo) a- EnTRF-like I (rojo) y a-EhTRF-like 111 (verde). B) Aumento de los nucleos de trofozoitos,
donde se co-localizan EhTRFs (izquierda) y EhMRE11 (derecha) con EhTRF-like Ill. Las cabezas de flecha
blancas muestran la descolocalizacion nuclear de las proteinas EhNMRE11, EnTRF-like I y IlI; sin embargo, se
hace evidente la co-localizacion de estas proteinas en el citoplasma formando foci. Los ndcleos se contratifieron
con DAPI (azul).
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VE-821

Control 5 pm 9.7 um

EhMRE11 + EhTRF-like | + EnTRF-like Il +DAPI

20 um

Figura 33. Efecto del inhibidor VE-821 en la co-localizacion de la proteina EhnMREL1, EnTRF-like 1 y 111 en
los trofozoitos de E. histolytica. Trofozoitos se sembraron en placas de 24 pozos y con el inhibidor VE-821 a dos
concentraciones (5 y 9.7 uM) durante 72 h. Los parasitos se prepararon para microscopia, se adhirieron a
cubreobjetos, se fijaron y permeabilizaron con etanol absoluto a -20°C. Posteriormente, las muestras se bloquearon
con albumina al 1% y se incubaron con los anticuerpos monoclonales a-MRE11 (rojo) a- EnTRF-like | (cyan) y
a-EhTRF-like 11l (verde). Las cabezas de flecha blancas muestran la descolocalizacidn nuclear de las proteinas
EhMREL1, EhTRF-like I y Il1; sin embargo, se hace evidente la co-localizacion de estas proteinas en el citoplasma
formando foci. Los ndcleos se contratifieron con DAPI (azul).
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Para corroborar la presencia de la proteina ENAMRE11 en el nacleo de los trofozoitos de E.
histolytica, se cuantificé la fluorescencia en varias imagenes de microscopia confocal y se
emple6 el programa ImageJ. En el gréfico se muestra que en condiciones control, ERMRE11 se
localiz6 dentro del nlcleo; en tanto que en presencia del inhibidor (a concentraciones de 5y 9.7
KUM), la proteina disminuy0 significativamente dentro de este organelo (Fig. 34). En general,
nuestros resultados revelaron que el inhibidor VE-821 produce una translocacién importante de
EhMRE11 y de las EnTRFs, sacandolas del nucleo y afectando su co-localizacion.

1.0- fksgok
0.8+

0.6+

(AU)

0.4+

- =

Localizacion nuclear MRE11

0.0+

Control £l') 9.7 uM

Concentracion VE-821

Figura 34.Cuantificacién de la localizacion nuclear de EhMREL1 en trofozoitos de E. histolytica.
Cuantificacion del canal de fluorescencia rojo en las diferentes condiciones: control y en las concentraciones del
inhibidor VE-821 (5 y 9.7 uM); utilizando la tincién nuclear (DAPI) como referencia para determinar el nimero
de células. AU, unidades arbitrarias.

Durante el mantenimiento telomérico MRE11 se asocia con TRF y otras proteinas de la
recombinacion homdloga (Deng, Y., et al., 2009). Por lo tanto, para saber si EHMRE11 no solo
comparte la misma localizacion nuclear con EhTRF, sino que también se asocian realizamos
ensayos de inmunoprecipitacion con extractos totales de E. histolytica. En estos extractos, se
inmunoprecipitd a ERMRE11 con el anticuerpo monoclonal anti-MRE11 de origen humano
(Santa Cruz Biothecnology), y como control negativo se emple6 suero pre-inmune de ratén. Las
proteinas inmunoprecipitadas se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 10% Yy se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa, para posteriormente realizar un ensayo de inmunodeteccion

utilizando los anticuerpos o—-MRE11 y o—EhTRF-like I11. La eficacia de la inmunoprecipitacion
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se comprobo ya que en los inmunoprecipitados, el anticuerpo anti-MRE11 reconoci6 varias
bandas 25, 68, 85 y 100 kDa, siendo esta dltima la mas abundante (Fig. 35). Ademas, de
detectarse las bandas con los pesos de 25 y 68 kDa previamente descritas y que corresponden a
EhMRE11-like y EhnMRE11, respectivamente, también se encontraron otras dos bandas de 85y
100 kDa que podrian deberse a modificaciones postraduccionales (como SUMOilacién). Esta
membrana también se incubo con el anticuerpo a—EhTRF-like I11'y se inmunodetectaron bandas
de 50y 65 kDa que coinciden con los pesos moleculares previamente reportados para la proteina

EhTRF-like 111, sugiriendo la interaccién entre estas dos proteinas (Fig. 35).

IP:  o-MRE11 a-MRE11
kDa S SR
250
150 — r
100 !
B 4681Da - |45k
e ©  |450kDa
37—
- 4 25kDa
25
20 -
15 -
WB: a-MRE11 a-EhTRF-like IlI

Figura 35. Interaccion de EhAMRE11 con EhTRF-like 11l en E. histolytica. Extractos totales (100 pg) de
trofozoitos se inmunoprecipitaron empleando el kit SureBeads ™ Protein G Magnetic Beads (Bio Rad) y el
anticuerpo a-MRE11 o suero pre-inmune de raton (-). Las proteinas inmunoprecipitadas (IP) se analizaron en un
gel SD-PAGE vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. A través de ensayos de western bolt (WB), se
inmunodetectaron las proteinas EhnMRE11 y EnTRF-like I11. Nimeros a la izquierda: marcadores estandar de peso
molecular. Nimeros a la derecha: peso molecular de las proteinas inmunodetectadas.

Estos resultados muestran las primeras evidencias de la expresion de la proteina ERMREL1 en
E. histolytica. Asi mismo la interaccion con proteinas teloméricas (EhTRF-like | y EnTRF-like
I11) y con Rad50 cuya proteina es importante para la recombinacion homologa en agregados

nucleares que podrian sugerir la presencia de cuerpos APB en este parasito.
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10. DISCUSION

Los telémeros son estructuras de nucleoproteinas localizados en los extremos de los
cromosomas lineales de las células eucariotas. EI DNA de los telémeros es repetitivo y contiene
una cadena G rica en guanina (en humanos 5 -TTAGGG-3") y una cadena complementaria
Ilamada cadena C, rica en citosinas (Lee, M., et al., 2018). Las proteinas que se unen al DNA
telomérico conforman una maquinaria conocida como Shelterin y desempefia papeles criticos
en la regulacion en la longitud de los telomeros y proteccion del extremo cromosémico. La
interaccion estable del complejo Shelterin con los telomeros depende de la asociacién de dos
proteinas, TRF1y TRF2 (de Lange, T., 2005).

En cada division celular los telomeros se acortan, por lo que existen dos mecanismos de
mantenimiento telomérico. El primero es mediado por la enzima telomerasa, con actividad
transcriptasa inversa y que adicionan repeticiones de la secuencia telomeérica TTAGGG en los
extremos de los cromosomas (Lee, M., et al., 2018). El otro mecanismo es independiente de la
telomerasa y se conoce como via alternativa de alargamiento de telémeros (ALT) que depende

de la recombinacién homéloga (Minasi, S., et al., 2019).

Hasta la fecha, en E. histolytica no ha sido posible determinar secuencias relacionadas con los
extremos terminales de los cromosomas y en su genoma no se ha identificado el gen que codifica
para la telomerasa, por lo que no se habia sido propuesta algin mecanismo de mantenimiento
telomérico (Loftus, B., et al., 2005; Lorenzi, H., et al., 2010). En cambio, se ha comprobado la
existencia de una recombinacion homdloga (HR) eficiente en este parésito (Singh, N., et al.,
2013). En su genoma se encuentran los genes que codifican para enzimas que estan involucradas
en la HR, como spoll, dmcl, mndl, mlhl, msh2, rad21, rad51 y mrell. La expresion de estos
genes cambia en respuesta a dafio al DNA inducido por UV, por estrés durante la ausencia de
suero y durante el enquistamiento (L6pez-Casamichana, M., etal., 2008; Singh, N., et al., 2013).
En Entamoeba invadens, una amiba que infecta reptiles, se ha demostrado también la existencia
de la HR y su suceptibilidad durante eventos relacionados con el estrés y durante el proceso de
enquistamiento (Singh, N., et al., 2013). Estos datos sugieren que la HR podria estar implicada

en el mantenimiento telomérico del género Entamoeba.

112



TESIS

El mantenimiento telomérico que sigue la via ALT se ha descrito en células que carecen de
actividad de telomerasa; como es el caso de algunas células tumorales y mutantes de levaduras
(Conomos, D., et al., 2012). Las células que emplean esta via, presentan diferentes
caracteristicas como heterogeneidad en la longitud de los telémeros, presencia de secuencias de
repetidos variables, circulos bicatenarios (ECTR) y cuerpos de leucemia promelocitica asociada
a ALT (APB) (Bhattacharya, A., et al., 2013; Nabetani, A., et al., 2011). En el caso de E.
histolytica, los genes tRNA estan organizados en arreglos asociados con repeticiones en tandem
de tipo STR (Loftus, B., et al., 2005), los cuales se organizan en 25 tipos diferentes, conteniendo
entre 1y 5 tipos de tRNA por unidad de repeticion y STR, asemejando a microsatelites. Se ha
propuesto que estas matrices pudieran localizarse en los extremos del cromosoma, actuando
como regiones teloméricas que podrian cumplir un papel estructural en el genoma. De manera
interesante los elementos repetidos STR ubicados en regiones subterminales de los cromosomas,
mantienen un parecido con la secuencia telomérica de mamiferos (TTAGGG). Sin embargo,
también presentan una alta variacion, lo cual podria ser el resultado de recombinacion homologa
(ejemplo: TTAGTATT o TTAGTAAT).

Otra caracteristica de las células que mantienen la via ALT es la formacidn de cuerpos nucleares
de leucemia promielocitica (PML) asociados a ALT y denominados cuerpos APB, los cuales
son estructuras macromoleculares que contienen DNA telomérico y proteinas de unién a
telomeros (Nabetani, A., et al., 2011). En ellos se han descrito al menos 59 proteinas
involucradas en diferentes funciones, como las proteinas del complejo Shelterin, otras
involucradas en la respuesta y reparacion del dafio al DNA y de recombinacion homologa, por
mencionar algunas (Nabetani, A., et al., 2011). Es por ello que en este trabajo se realizo la
busqueda in silico de los 59 genes que codifican para las proteinas involucradas en la via ALT
en el genoma de este parasito. Nuestra busqueda identifico 51 genes de los 59 en el genoma de
E. histolytica, con porcentajes de identidad que varian del 9 al 61 % con respecto a sus
homologos en H. sapiens. Se identificaron genes que codifican para proteinas del complejo
Shelterin, proteinas involucradas en la respuesta al dafio y reparacion de ruptura de doble cadena
del DNA, proteinas involucradas recombinacién homdloga, proteinas especificas de los cuerpos
PML, proteinas de heterocromatina, topoisomerasas y endonucleasas. Todas las proteinas

identificadas fueron analizadas para conocer si conservaban los dominios funcionales y se
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encontrd que, en este parasito, solo se conservan algunos de los dominios funcionales de estas
proteinas. Por ejemplo, en el caso de la proteina similar a ATR se identificaron solo los dominios
PI3_P14 cinasa y el dominio FATC, aunque solo con éstos la proteina puede tener actividad
enzimética. De manera relevante, el dominio PI3_PI4 cinasa de la proteina ATR es la region
blanco del inhibidor VE-821, el cual es usado para caracterizar a las células que tiene activa la
via ALT (Deeg, K., et al., 2016).

Entre las proteinas involucradas en el proceso de HR y en la via ALT se encuentra el complejo
MRN formado por MRE11, Rad50 y NBS1. Este complejo participa en el mantenimiento de los
telomeros principalmente a traves de su asociacion con la proteina TRF2 del complejo Shelterin
(Kijas, A., et al., 2015). Por otra parte, se ha demostrado que la pérdida del complejo MRN
reduce la longitud de la cadena rica en G de los telomeros, lo que podria inhibir la formacién
adecuada del t-loop, desestabilizando al telomero (Nabetani, A., et al., 2011; Zhu, XD., et al.,
2010). En E. histolytica se han reportado dos genes que codifican para la proteina MRE11, las
cuales se denominaron EhnMRE11 y EhMRE11-like (Lépez-Casamichana, M., et al., 2008).
Estas proteinas tienen una identidad del 33% y 25% y un valor e 2.00E-25 y 2.00E-20,
respectivamente con su homologo de H. sapiens. ENMREL1 corresponde a una isoforma que
tiene un tamafio similar a la de su homologo en humano y EhMRE11-like es una isoforma mas
pequefia, la cual conserva solo el dominio de fosfoesterasa con actividad de
exonucleasa/endonucleasa. La proteina EhRMRE11 conserva el dominio de union al DNA y los
4 motivos de fosfoesterasa, importantes para su actividad de nucleasa, como sus homdlogos de
H. sapiens y T. brucei. El hecho de que EhnMRE11 y EnMRE11-like de E. histolytica conserven
dominios funcionales, sugiere fuertemente que estas proteinas comparten funciones similares
con MRE11 (Tan, K., et al., 2002).

En condiciones basales de cultivo, la expresién del gen ehmrell es baja, aungue se han
reportado cambios en su expresion a nivel de trancrito, en respuesta al dafio al DNA inducido
por UV, en respuesta al estrés inducido por la ausencia de suero, por choque térmico y peréxido
(Singh, N, et al., 2013). Hasta ahora no se habia demostrado la expresién de estas proteinas en
el parasito, por lo que en este trabajo, empleando un anticuerpo heter6logo, determinamos la
presencia de las proteinas ENEMRE11 y EnMRE11-like en las fracciones nucleares obtenidas de

trofozoitos de E. histolytica en condiciones basales. Las proteinas EhNMRE11 y EAMRE11-like
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estan compuestas por 595 y 223 amino&cidos y presenta un peso tedrico de 68 y 25 kDa,
respectivamente. Nosotros inmunodetectamos a la proteina EnMRE11 en la fraccién nuclear
insoluble, sugiriendo su asociacion con la membrana nuclear; y a ENMRE11-like en la fraccion
nuclear soluble. Ademas, en la fraccion nuclear total se inmunodetect6 una banda de mayor peso
molecular, que podria tratarse de formas con modificaciones postraduccionales como las
SUMOilaciones. Al respecto, se sabe que la proteina MRE11 de H. sapiens sufre modificaciones
postraduccionales para cumplir sus funciones, entre ellas la SUMOilacion (Potts, P., & Yu, H.,
2007). Esto correlaciona con que el hecho de que los cuerpos APB de la via ALT son sitios de
almacenamiento para proteinas SUMOiladas (Draskovic, 1., et al., 2009).

Asi mismo, en este trabajo determinamos la localizacion subcelular de la proteina EnMRE11
empleando microscopia confocal. Los resultados revelaron la presencia de la proteina
EhMRE11 en la periferia nuclear y formando foci nucleares. En estos ensayos ademas se
incluyeron diferentes controles: como lamina B1, como control de periferia nuclear; H4K20me3
como control de heterocromatina telomérica; y EnPCNA, relacionada con la replicacion del
DNA vy descrita también en los cuerpos APB. Nuestros resultados mostraron que la proteina
EhMRE11 se encuentra en regiones nucleares, co-localizando con EnPCNA y lamina Bl en la
periferia nuclear; asi como con H4K20me3, sugiriendo que la proteina EhnMRE11 se asocia con
DNA telomérico en posibles cuerpos APB y por ende, esto podria sugerir la presencia de
mecanismos de mantenimiento telomérico a través de la via ALT. Por otra parte, se sabe que
MRE11 y Rad50 son proteinas involucradas en la recombinacion homoéloga y son necesarias
para la via ALT. En el caso de E. histolytica, para evidenciar la formacion del complejo MRN,
se analizo la localizacion de ERMREL1 y EhRad50 para saber si co-localizaban en algunos foci
nucleares. Nuestros resultados indicaron la formacion de agregados en el nucleo donde co-
localizaron EhnMRE11 y EhRad50, sugiriendo la presencia del complejo MRN en E. histolytica.
Ademas, en este trabajo se analiz6 la co-localizacion de EhnMRE11 con EhTRF-like I y EnTRF-
like 111, ya que estas proteinas forman parte del complejo Shelterin (Rendon Gandarilla, F., et
al., 2018). La co-localizacion de estas 3 proteinas en agregados nucleares, sugiere fuertemente
que EhMRE11 se encuentra en regiones teloméricas, donde posiblemente participa en el

mantenimiento telomérico.
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Debido a que E. histolytica no contiene el gen que codifica para la telomerasa, cabe la
posibilidad de que para mantener a sus telémeros emplee la via ALT. En trabajos recientes para
estudiar la via ALT se ha empleado el inhibidor VE-821, el cudl es un inhibidor competitivo
selectivo de ATP de la proteina ATR. Ademads, este compuesto presenta actividad
anticancerigena, induce fragmentacién cromosdémica, apoptosis, muerte celular in vitro,
disminuye la fosforilacion de Chk1, inhibe la fosforilacion de H2AX y limita de manera
reversible la progresion del ciclo celular en las células normales, con muerte minima o efectos
perjudiciales a largo plazo (Deeg, K., et al., 2016). Por lo tanto, en nuestro trabajo empleamos
este inhibidor para demostrar la presencia de la via ALT en E. histolytica. En primer lugar se
utilizaron como control a las lineas tumorales HelLa y Saos-2, ya que se ha reportado
ampliamente que presentan un mantenimiento telomeérico por telomerasa y la via ALT,
respectivamente. En las células Saos-2 se obtuvo una I1Cso de 0.5uM después del tratamiento
con VE-821, a diferencia de las células HelLa, donde se encontr6 una ICso de 6.5uM,
demostrando que las lineas negativas a esta via necesitan una mayor concentracion del inhibidor.
Esto nos llevo a pensar que los trofozoitos de E. histolytica presentarian una 1Cso parecida a la
mostrada por las células Saos-2; sin embargo, encontramos una I1Csg de 9.7UM. Estos hallazgos
quiza se deben a diversos factores que producen una menor sensibilidad al inhibidor de ATR,
como el namero inicial de células sembradas en relacion con la tasa de proliferacion, asi como
las diferencias en el fondo genético entre las células tumorales y los trofozoitos de E. histolytica
(Deeg, K., et al., 2016). Ademas, de manera relevante se encontraron alteraciones morfoldgicas
importantes en los trofozoitos tratados con el inhibidor VE-821 a la concentracion 1Cso, asi como
un efecto en la co-localizacion de las proteinas ENMREL1. EnTRF-like | y EnTRF-like I11. En
la concentracion ICso 9.7 uM, asi como en una dosis menor (5 uM), se observé un cambio
dréstico en la co-localizaciéon de estas proteinas, ya que dejaron su localizacion nuclear y
emigraron al citoplasma donde formaron agregados, este comportamiento incrementé con la
concentracion de 9.7uM. Estos hallazgos sugieren que el inhibidor afecta la interaccién en el
nucleo entre EnMRE11, EhTRF-like | y EhnTRF-like 11, evitando la formacion de los posibles
cuerpos APB.

Por lo tanto para confirmar posibles interacciones entre estas proteinas, se realizaron ensayos

de inmunoprecipitacion, empleando el anticuerpo o-MRE11 para inmunoprecipitar y el
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anticuerpo a-EhTRF-like Il1 para realizar los ensayos de inmunodeteccion. A partir de estos
ensayos se pudo corroborar la interaccion entre ERMRE11 y EhTRF-like Il11. Esta interaccion
coincide con lo observado en H. sapiens, en donde se ha determinado que MRE11 SUMOilada
interactia con TRF2 y juntas se localizan en los telémeros durante todo el ciclo celular (Deng,
Y., etal., 2009). Falta por estudiar la posible interaccion de EhnMRE11 con EhTRF-like I y como
estas asociaciones se alteran después del tratamiento con el inhibidor; sin embargo, todo esto
sera objeto de futuros estudios.

Hablando de otras amibas como Dictyostelium discoideum, que comparte algunas caracteristicas
con E. histolytica, tampoco se ha identificado una secuencia telomérica canénica. Sin embargo,
al secuenciar su genoma se encontrd que los extremos de los cromosomas tienen arreglos de
rDNA vy secuencias repetidas palindromicas, las cuales se han propuesto como secuencias
teloméricas y sirven como sustrato para la recombinacion homologa (Rodriguez-Centeno, J., et
al., 2019). En esta amiba también se han identificados genes que codifican para proteinas con
el dominio Myb, que podrian estar relacionadas con la proteccion telomérica. Entre ellas, las
proteinas MybAA y MybL presentan la mayor similitud con las proteinas humanas TRF1 y
TRF2. La proteina MybAA presenta un 35% de identidad con el dominio de union al DNA de
Telobox de TRF1 y un 44% con el de TRF2; y MybL presenta el 39% de identidad a TRF1y
34% con los dominios Telobox de TRF2 (Rodriguez-Centeno, J., et al., 2019). En el genoma de
D. discoideum contiene el gen que codifica para la telomerasa (TERTHP); sin embargo, se le
considera inactiva debido a la presencia de una gran insercion que codifica para un segmento de
poli-asparagina, en el dominio de transcriptasa inversa. Esta amiba también expresa los genes
que codifican para MRE11 y Rad50, indicando la presencia de la recombinacién homologa en
este organismo (Rodriguez-Centeno, J., et al., 2019). Todos estos hallazgos permiten proponer
que D. discoideum presenta un mecanismo alternativo de mantenimiento telomérico como la

via ALT, en ausencia de actividad de la telomerasa (Rodriguez-Centeno, J., et al., 2019).

En general, los resultados de este trabajo brindan las primeras evidencias de la expresién de la
proteina EhMRE11 en E. histolytica, asi como su interaccion con Rad50, EnTRF-like | y
EhTRF-like 111 en agregados nucleares que podrian corresponder a cuerpos APB. Asi mismo
permiten evidenciar que E. histolytica presenta algunas caracteristicas exclusivas de la via ALT;

por ejemplo, gran heterogeneidad en el tamafio de los cromosomas, presencia de repetidos STR
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(TTAGTATT o TTAGTAAT) los cuales se podrian ubicar en las regiones terminales de los
cromosomas, ausencia del gen que codifica para la telomerasa y sobretodo, la presencia de
proteinas fundamentales para la via ALT, entre ellas la proteina MREL11, involucrada en la

recombinacion homdloga.

Con los datos obtenidos en este trabajo y los resultados previos de otros estudios, propusimos
el siguiente modelo de cémo se conformarian los cuerpos APB en el parasito E. histolytica (Fig.
36).

Citoplasma

Lamina B1

Nucleo

EhMRE11

Proteinas recombinacio
-reparacion

EhTRF-like Ly
H4K20me3

TTAGTAITTTAGIA AGTATTTTA
AATCATARRATCATRARATCATARRATCATAR

Figura 36. Modelo propuesto de los cuerpos APB en E. histolytica. En el modelo se observa las proteinas
EhTRF-like | y EhTRF-like 111 unidas al DNA de los repetidos tipo STR. También se puede observar, EhnMRE11,
interactuando con EhTRF-like I11 y EhRad50. Asi mismo, se muestran las proteinas PML, Sp100, miembros de la
familia SUMO, las proteinas SMC5/6, topoisomerasas y ATR. En color verde, rojo y azul claro son las proteinas
estudiadas en este proyecto. De color azul son las proteinas estudiadas in silico.
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11.

CONCLUSIONES

Mediante el andlisis in silico se identificaron genes que codifican para proteinas
involucradas en la Via ALT, sugiriendo la presencia de esta via ALT en E. histolytica.

E. histolytica expresa EhNMRE11 (68 kDa) y EhnMRE11-like (25 kDa) principalmente en

el ndcleo.

EhMRE11, co-localiza con EhPCNA, lamina B1, la marca de heterocromatina
telomérica H4K20me3, EhTRF-like I, EnTRF-like 11l y Rad50, en agregados tipo

cuerpos APB, sugiriendo en su participacion en la funcion telomérica.

El inhibidor VE-821 caus6 una disminucion en la presencia de ENMREL1 en el nucleo
y cambios en la co-localizacion con las proteinas EhTRF-like | y EhTRF-like llI,

sugiriendo que se afecto la funcién telomérica.

EhMRE11 co-precipita con EhTRF-like 11, lo cual demuestra su interaccion con esta

proteina.

En general nuestros hallazgos proponen por primera vez la presencia de la via ALT en

E. histolytica, y su posible participacion en el mantenimiento telomérico.
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