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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Las sirtuinas son una familia de proteinas muy conservada y ampliamente distribuida a lo
largo de todos los dominios de la vida. Estas proteinas se encuentran agrupadas en la
clase Ill de las deacetilasas de histonas, la cuales tienen como caracteristica especial su
dependencia de NAD* como cosustrato para llevar a cabo la deacetilacién de residuos de
lisina, en proteinas histdnicas y no histénicas, tales como las histonas H3, H4 asi como el
factor de trascripcién p53. El requerimiento de NAD* para la actividad sirtuina, convierte a
este grupo de proteinas en sensores metabdlicos, que se ven favorecidos en periodos de
estrés calorico. Actualmente, se conoce que estas proteinas se encuentran involucradas
en procesos celulares fundamentales, para el correcto funcionamiento celular. A pesar del
importante rol de las sirtuinas para la funcion celular, el papel que cumplen estas proteinas
en parasitos protozoarios es a la fecha un campo muy poco explorado, salvo por algunas
sirtuinas de Plasmodium, Trypanosoma y Leishmania.

En este trabajo se realizé la caracterizacion bioinformatica y experimental de los
candidatos a sirtuina GdSir2.1 y GdSir2.2 presentes en el genoma de Giardia duodenalis,
para ello se realizé: la clonacién, expresion en E. coli, purificacion de las proteinas
recombinantes, evaluacion de su capacidad de deacetilacion in vitro, y, por Gltimo, ensayos
inmunoldgicos y de retrotranscripcion, para determinar la localizacion subcelular y
expresion de estas proteinas. Esto permitié identificar en las estructuras primarias y
terciarias predichas de estos candidatos, caracteristicas estructurales conservadas para
la familia sirtuina, como los son: el dominio con plegamiento tipo Rossmann de unién a
NAD* y el domino de unidn a zinc. La aproximacion experimental permitié a nivel in vitro la
expresion de las proteinas recombinantes Hisx6-GdSir2.1, Hisx6-GdSir2.2 y MBP-
GdSir2.2, junto con la determinacion la capacidad deacetilasa dependiente de NAD* del
candidato GdSir2.1. Los ensayos in vivo, por su parte, permitieron identificar que estos
genes son transcripcional y traduccionalmente activos en trofozoitos del parésito. El
desarrollo de anticuerpos policlonales aviares y murinos contra las proteinas

recombinantes, permiti6 determinar una localizacion citoplasmatica y nuclear para



GdsSir2.1 y GdSir2.2 respectivamente en trofozoitos. El andlisis de la expresion a nivel
proteico de la proteina enddégena GdSir2.2 durante la enquistacidén, mostro que la proteina

disminuye su expresion a las 24 h postinduccién de este proceso.

Palabras clave: Deacetilacion de proteinas, Deacetilasas dependientes de NAD®, familia
Sir2, parasitos protozoarios.



Abstract

The sirtuins are a family of proteins pretty conserved and widely distributed across all
domains of life. Those proteins are grouped within the histone deacetylases-class Ill, which
are distinctly characterized by their NAD*-dependence to carry out their deacetylation
activity over lysine residues of histone proteins and non-histone proteins such as the
histones H3 and H4 as well as the transcriptional factor p53. The dependence upon NAD”*
for sirtuin activity makes this group of proteins metabolic sensors that are favored during
times of caloric stress. Currently, it is known that these proteins are involved in metabolic
processes fundamental for the correct function of cells. Despite the important role of sirtuins
for cellular function, the role of these proteins in protozoan parasites is at the moment a
field poorly explored, except for some proteins of Plasmodium, Trypanosoma and

Leishmania.

In this study, the bioinformatic and experimental characterizations of the sirtuin-candidates
GdSir2.1 and GdSir2.2 present in Giardia duodenalis genome was carried out. To do this,
cloning, expression in E. Coli, purification of the recombinant proteins and evaluations of
their capacity for deacetylation in vitro were performed. Finally, immunological and
retrotranscriptional assays to identify the subcelular localization, protein and gene
expressions of those candidates were done. This allowed the identification in the primary
and predicted-tertiary structures of these candidates, conserved structural features in the
sirtuin family, such as the Rossmann folds domain for NAD* binding and the zinc-binding
domain. The experimental approach allowed at in vitro level the expression of the
recombinant proteins Hisx6-GdSir2.1, Hisx6-GdSir2.2 y MBP-GdSir2.2 as well as the
determination of the NAD*-dependent deacetylase capacity of GdSir2.1 candidate. For
their part, the in vivo assays allowed to identify that these genes are transcriptionally and
traductionally active in Giardia trophozoites. The avian and murine polyclonal antibodies
development against the recombinant proteins allowed determining cytoplasmic and
nuclear localizations for GdSir2.1 and GdSir2.2 in trophozoites respectively. The analysis
of protein-level expression for the endogenous GdSir2.1 throughout the encystation

showed that the protein decrease its expression at 24 hours post induction of this process.

Keywords: Protein deacetylation, NAD* dependent proteins, Sir2 family, protozoan
parasites.
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Introduccién 1

Introduccidén

Giardia duodenalis es conocido mundialmente por ser un parasito protozoario y el
agente causal de la Giardiasis, la enfermedad gastrointestinal mas comuan en el
mundo. Ademas de la importancia médica, la temprana divergencia de Giardia en
el linaje eucariota permite postularlo como un excelente modelo para el estudio del
metabolismo eucariota basal. El ciclo de vida de este parasito presenta dos formas
celulares: el quiste o célula infectiva y el trofozoito o célula vegetativa del parasito.
El estudio de las Modificaciones Postraduccionales (MPTs) en Giardia, tales como:
las fosfortilaciones, acetilaciones y sumoilaciones, han permitido identificar que
estas modificaciones cumplen papeles de regulacion en fendbmenos celulares

como: la enquistacion o generaciéon de células infectivas en este protozoario.

Las sirtuinas son un grupo de proteinas envueltas en procesos de deacetilacion
dependientes de NAD*, sobre residuos de lisina en proteinas histonicas y no
histonicas. La dependencia de NAD™ para la actividad sirtuina, convierte a estas
proteinas en un vinculo entre el estado energético-nutricional de la célula y los
mecanismos de regulacion transcripcional, por su accidén deacetilasa sobre factores
de trascripcion. Actualmente, la mayor fuente informacién disponible respecto a la
funciébn que cumplen las sirtuinas a nivel celular, proviene de los estudios
realizados con las sirtuinas humanas. De estas proteinas se conoce, que estan
involucradas en procesos celulares y metabdlicos dependientes de su localizacion
subcelular. Dentro de los procesos mediados por la accién de las sirtuinas se
encuentran: regulacion y homeostasis metabdlica; silenciamiento transcripcional,
apoptosis; segregacion cromosomica y organizacion de microtubulos, por nombrar
algunos de estos procesos. Ademas de la participacion de las sirtuinas en procesos
de regulacién postraduccional como deacetilasas, estas proteinas han sido su vez

identificadas como blancos de MPTs; tal es el caso de las sirtuinas SIRT1 y 2
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humanas, las cuales son sustrato de fosforilaciones y sumoilaciones que regulan

su actividad y localizacion sub-celular.

A pesar de la importancia de las sirtuinas para el funcionamiento celular, el estudio
de este importante grupo de proteinas en parasitos protozoarios de importancia
médica, es un campo hasta ahora poco explorado. El estudio de las sirtuinas de
Plasmodium, Trypanosoma y Leishmania, ha permitido dilucidar el rol que cumplen
estas proteinas en fenémenos de evasion del sistema inmune, reparacion de dafios
en el DNA (por sus siglas en inglés) y regulacion del citoesqueleto, lo cual ha
permitido postular a estas proteinas como blancos farmacolégicos promisorios en
el disefio de farmacos, orientados al control de las enfermedades generadas por
esos protozoos. En Giardia se han identificado a través de estudios bioinformaticos
cinco secuencias candidatas a Sirtuinas en su genoma. El presente trabajo se
plantea como un aporte al estudio de las sirtuinas de parasitos protozoarios,
mediante una aproximacion bioinformética, producciébn de proteinas
recombinantes, determinacibn de la capacidad deacetilasa, produccion de
anticuerpos y ensayos de inmunodeteccion de dos de los cinco candidatos a
sirtuinas identificadas de manera bioinformética en el genoma de G. duodenalis
(GdSir2.1 y GdSir2.2).









Marco tedérico 3

1.Marco teodrico

En el marco ted6rico se abordardn algunos aspectos correspondientes a la biologia de
Giardia, caracteristicas estructurales y funcionales de las Sirtuinas y el conocimiento

existente respecto a las sirtuinas en el contexto del parasito de estudio.

1.1. Biologia de Giardia duodenalis: el organismo de
estudio

Giardia duodenalis (sin6nimos: Giardia lamblia, Giardia intestinalis) es un microorganismo
eucariota, unicelular y flagelado. Este es un parasito intestinal extracelular y el agente
causal de la Giardiasis, la enfermedad gastrointestinal mas comun en el mundo que afecta
a seres humanos y mamiferos en general; esta enfermedad se caracteriza por la presencia
de diarrea, dolor epigastrico, nauseas, vémito y pérdida de peso!, afectando
aproximadamente a 280 millones de personas a nivel mundial por afo, especialmente nifos
menores a 10 afios®. En el contexto de la produccién animal, esta enfermedad genera un

fuerte impacto econémico por pérdida de masa corporal en los animales.

Las especies de Giardia tienen dos estadios en el ciclo de vida: el quiste (célula
transmisible) y el trofozoito (célula vegetativa) (Fig. 1-1 Ay B). El quiste se caracteriza por
la presencia de cuatro nacleos y una pared celular rigida, esta ultima caracteristica hace
que la célula presente una prolongada supervivencia en diferentes condiciones
ambientales. El trofozoito, por su parte, se caracteriza por la presencia de dos nucleos,
cuatro flagelos y un disco ventral para la union del paréasito al intestino delgado del
hospedero, donde se reproduce por fision binaria y causa los sintomas de diarrea y mala
absorcion por estrés mecanico®? sobre las microvellosidades. El ciclo de vida del parasito
inicia con la ingesta de un quiste en agua o comida contaminada, luego ingresar el quiste
al organismo y de estar expuesto al ambiente acido del estbmago, sufre un proceso de

exquistacion a trofozoito en la region proxima al intestino delgado. Para reiniciar el ciclo de
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vida, el trofozoito sufre un proceso de enquistacién generando nuevamente quistes, los
cuales son liberados en la materia fecal al ambiente*® y son capaces de infectar a un nuevo
hospedero (Fig. 1-1 E).

Figura 1-1: Ciclo de vida de G. duodenalis.

(A) Trofozoito. (B) Quiste. (C y D) Microscopia de luz de Quistes y trofozoitos
respectivamente, obtenidos por cultivo in vitro, en este trabajo. (E) Ciclo de vida de G.
duodenalis.(Tomado de Ankarklev et al 1).

Basal % / Central mitosomes
bodies A
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disc
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Ademas de la importancia médica y pecuaria previamente mencionada, algunas
caracteristicas presentes en Giardia permiten considerarlo como un excelente modelo
celular. Estudios de biologia molecular empleando RNA ribosomal, han permitido
considerar a Giardia como un organismo que divergié de manera muy basal dentro del linaje
de los eucariotas®, otras caracteristicas que apoyan esta hipétesis son: la ausencia de

mitocondrias funcionales, peroxisomas y un aparto de Golgi morfolégicamente poco
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evidente. La ancestralidad de este parasito hace resaltar su importancia en estudios del
metabolismo eucariota, debido a su sencillez metabdlica. Ademas de lo ya mencionado, la
existencia del genoma completamente secuenciado’®°y la posibilidad de llevar a cabo todo
su ciclo de vida de manera in vitro'® (Cultivo de trofozoitos y obtencion quistes )** (Fig 1-1
Cy D), hacen de Giardia una valiosa herramienta en estudios de biologia celular?, los cuales
pueden ser extrapolados a otros eucariotas, incluidos parasitos intestinales como:
Entamoeba, Cryptosporidium y Toxoplasma que se propagan por medio de quistes y para

los cuales el proceso de enquistacion in vitro es dificil de realizar'?.

1.2. Deacetilasas de histonas dependientes de NAD*

(Sirtuinas).

1.2.1 Acetilacion y deacetilacion de proteinas

Las modificaciones postraduccionales son mecanismos de regulacion llevados a cabo
sobre las proteinas, estos procesos de modificacion covalente tienen implicacién sobre la
actividad catalitica, la estabilidad, la localizacién subcelular entre otros multiples procesos
regulatorios en las proteinas. Dentro de las MPTs mas conocidas se encuentran por
ejemplo: las fosforilaciones, acetilaciones, metilaciones, sumoilaciones, glicosilaciones y
acilaciones, que tiene como finalidad regular a nivel celular la funcién de las proteinas®:.
Estudios adelantados en Giardia han permitido determinar, la importancia de las
modificaciones postraduccionales en la regulacién de procesos celulares en este parasito,
tal es el caso, por ejemplo, de la importancia de las sumoilaciones?!*, fosforolaciones®® y

acetilaciones®® en el proceso de enquistacion, por nombrar algunos ejemplos.

La acetilacion es un proceso de MPT reversible, que desempefia una funcion critica en la
modulacién de la estructura de la cromatina y en la regulacién de la expresion génical’. En
términos generales los procesos de acetilacion covalente de histonas modifican la
expresion génica por medio de cambios en el empaquetamiento del DNA; la hiperacetilacion
de histonas tiene como efecto la descondensacion de la cromatina y como consecuencia
activacion de la transcripcion. Por el contrario, la hipoacetilacién de histonas conduce a una
interaccion mas fuerte entre el DNA y la histona y conduce por tanto, a una condensacion

de la cromatina y silenciamiento génico!’. Aunque inicialmente la acetilacion fue estudiada
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en el contexto de la modificacion histonica, en la actualidad se conoce que este proceso de
modificacion tiene como sustrato mdultiples proteinas no histénicas. El proceso de
acetilacion esté regulado en primer lugar; por la accién de las acetilasas de histonas (HATSs,
por sus siglas en inglés) que agregan grupos acetilo, y en segundo lugar; por la accién de
las deacetilasas de histonas (HDACs, por sus siglas en inglés), que son proteinas
encargadas del clivaje de estos grupos acetilo en los residuos de lisina en las colas N-
terminal de las histonas?®, y de la deacetilacion de otras proteinas no histénicas tales como
enzimas Yy factores de transcripcion®® (Fig. 1-2). Este trabajo tiene como objeto de estudio
una clase de HDACs conocida como la familia Sirtuina, de la que nos ocuparemos a

continuacion.

Figura 1-2: Deacetilacion reversible de residuos de lisina por acetilasas y deacetilasas.
Tomado de Lawson et al 2010%.
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1.2.2 Deacetilasas de histonas dependientes del
dinucledtido de adenina y nicotinamida (NAD")-

Sirtuinas

Las deacetilasas de histonas (HDACs) son un grupo de proteinas que se encargan del
clivaje de los grupos acetilo en residuos de lisina de proteinas histonas y no histénicas como
p532t y FOXO'. A la fecha han sido identificadas cuatro clases de HDACs humanas con
base en su homologia con deacetilasas de histonas presentes en levaduras. Las clases |,
Il'y IV representan las HDACs clasicas, que actian mediante un mecanismo catalitico

dependiente de zinc para remover los grupos acetilo en las lisinas®.

Las HDACSs restantes de la clase lll, también conocidas como sirtuinas, son una familia de
proteinas relacionadas con el regulador de silenciamiento de informacion 2 (SIR2), de

donde se origind el nombre de la familia y el cual se identificé inicialmente en la levadura
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(Saccharomyces cerevisiae). En contraste con las HDACs clases I, 1l y IV |la cuales emplean
el zinc para su catalisis, produciendo acetato libre y la lisina deacetilada, en las sirtuinas el
zinc tiene un rol estructural y no se encuentra involucrado en su mecanismo de catalisis.
Otra diferencia significativa de las sirtuinas respecto otras HDACS, es la dependencia NAD*
para llevar a cabo su actividad catalitica, la cual genera como productos la lisina
deacetilada, nicotinamida y O-catil-ADP-ribosa?.

La familia sirtuina se encuentra presente en los tres dominios de la vida: Bacteria, Archaea
y Eucarya. Andlisis de la estructura primaria de muchas sirtuinas, ha permitido determinar
gue la familia se encuentra subdividida en cinco clases (I, II, lll, IV 'y U), la clases I-1V incluye
sirtuinas de eucariotas, mientras que en la restante clase U, se encuentran agrupadas las
sirtuinas procariotas? y algunos candidatos a sirtuinas de eucariotas como: Dictyostelium
discoideum y Plasmodium falciparum. Actualmente, la mayor fuente informacién disponible
respecto a la funcién que cumplen las sirtuinas a nivel celular, proviene de los estudios
realizados en mamiferos, especificamente con las SIRT1, SIRT2 y SIRT3 humanas (3 de
las 7 sirtuinas presentes en humanos). En estos estudios se ha encontrado que estas
proteinas se encuentran involucradas en una gran variedad de procesos metabdlico y
celulares que dependen enormemente de su localizacion subcelular (SIRT1; Nuclear,
SIRT2; Citoplasmatica y SIRT3; Mitocondrial). Estos procesos celulares incluyen por
ejemplo: regulacion y homeostasis metabdlica?*; silenciamiento transcripcional; apoptosis;
segregacion cromosOmica; organizacion de microtlbulos; estabilidad del genoma;
reparacion de DNA 2%; modulacién de la autofagia?®; progresion del ciclo celular; v,

finalmente, supervivencia? (Tabla 1-1).



8 Estudio molecular y bioquimico de un candidato a sirtuina en G. duodenalis

Tabla 1-1: Localizacion subcelular y funcion de las sirtuinas presentes en humanos.

Tomado de Wirth 2010%".

Sirtuin Enyzmatic Subcellular Function Homologues
activity localization
SIRT1 Deacetylase Nucleus, metabolism (gluconeogenesis,  Sir2p (S cerevisiae)
{Cytosol) fatty acid oxidation, cholesterol  Hstlp (S cerevisiae)
regulation, insulin secretion), SIR-2.1 (C elegans)
differentiation and development, dSIR2 (D melancgaster)
stress responses and apoptosis
SIRT2 Deacetylase Cytosol tubulin deacetylation Hst2p (S cerevisiae)
(Nucleus) Cell cycle control SIRT2 (D. melanogaster)
SIRT3 Deacetylase Mitochondria mitochondrial protein
deacetylation, Acetate
metabolism, ATP production,
fatty-acid oxidation
SIRT4 ADP- Mitochondria insulin secretion SIR-2.2 (C elegans)
ribosyltransferase {pancreatic 3-cells) SIR-2.3 (C elegans)
SIRT4 (D melanogaster)
SIRTS Deacetyl ase Mitochondria Urea cycle (liver)
SIRT6  Deaectylase/ ADP- Nucleus Genome stability SIR-24 (C elegans)
ribosyltransferase {Base excision repair), SIRTE (D melanogaster)
Telomeric chromatin structure,
NF-kB regulation
SIRT7 Deacetylase Nucleus rDNA (Poll) transcription SIRT7 (D melanogaster)
{Nucleolus)

1.2.3 Caracteristicas estructurales y funcién de las Sirtuinas

La cristalizacion de sirtuinas presentes en diferentes organismos, ha permitido dilucidar las
caracteristicas estructurales responsables de la actividad sirtuina. Estos estudios de
cristalizacion han permitido determinar que el dominio sirtuina se encuentra constituido por
alrededor de 250 aminoacidos, y esta estructuralmente compuesto por dos plegamiento
Rossmann de union al NAD* y un dominio de union a zinc que contiene cuatro residuos de
cisteina muy conservados; el cual estd implicado en la especificidad de sustrato de
diferentes sirtuinas. El dominio catalitico de estas enzimas se encuentra situado en un canal

hidrofébico entre estos dos dominios, donde se lleva a cabo la deacetilacion?® (Fig. 1-3 A).

La mayoria de las sirtuinas catalizan la hidrolisis de un enlace amida transfiriendo el grupo
acetilo a la ribosa del NAD* a expensas de la hidrolisis de un enlace N-glicosidico. Los

productos de esta reaccién son nicotinamida, O-acetil-ADP-ribosa (OAADPT) y la lisina
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deacetilada?*?3. Se ha determinado que la proteina se une en primer lugar a la lisina
acetilada y luego al NAD*?8, En términos generales, la deacetilacién ocurre en dos pasos,
en el primero la nicotinamida es liberada y se produce un intermediario O-alquilamidato y
en el segundo, el grupo hidroxilo en la posicién 2" de la ribosa de la nicotinamida ataca el
intermediario, generando la lisina deacetilada y la O-acetil-ADP-ribosa (Fig. 1-3B), de estos
productos de la actividad enzimatica; la nicotinamida actia como un inhibidor no
competitivo. Por su parte, la OAADPr se ha vinculado con la reduccion en los niveles de
especies reactivas de oxigeno, silenciamiento génico y activacion de canales, no obstante,

este metabolito ha sido pobremente estudiado?.

Algunas sirtuinas de la clase I, tales como; la SIRT4 humana presentan una actividad ADP-
ribosil transferasa adicional a su actividad protein-deacetilasa. La mono-ADP-ribosilacion
es una MPTs que consiste en la transferencia enzimatica de la ADP-ribosa del NAD* a una
proteina aceptora. En Trypanosoma brucei la ADP-ribosilacion de la histona H2A por accion
de una sirtuina, esta implicada en la relajacién de la cromatina y forma parte del sistema de

reparacion del DNA de este microorganismo.
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Figura 1-3: Estructura del dominio sirtuina y mecanismo de deacetilacion catalizado por la
familia sirtuina.

(A). Estructura del dominio sirtuina presente en estructuras resueltas de sirtuinas de S.
cerevisiae, E. coli y Homo sapiens. Magenta; plegamiento tipo rossmann. Azul; dominio
pequefio de unién a zinc. Verde: loops. Rojo: Atomo de zinc. (Tomado de Wirth 2010%")
(B). Mecanismo de deacetilacion catalizado por las sirtuinas. La deacetilacion ocurre en dos
pasos. Paso 1; la nicotinamida es clivada y se produce un intermediario O-alkilamidato.
Paso 2; el grupo hidroxilo de la posicion 2" de la ribosa de la nicotinamida ataca el
intermediario, generando la lisina deacetilada y la O-acetil-ADP-ribosa. (Tomado de Greiss
y Gartner 2009?2).
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1.2.4 EI NAD"y la actividad sirtuina

La dependencia de NAD* para la actividad catalitica de las sirtuinas, convierte a estas
proteinas en censoras del estado metabdlico, y hace de ellas el vinculo entre el estado

nutricional de la célula y la regulacion postraduccional de efectores metabdlicos y la
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expresion génica?®. Esta capacidad censora del estado metabdlico se debe, en primer lugar,
a la regulacion intrinseca de la sirtuina ante variaciones en los niveles intracelulares del
NAD*?%, siendo potenciada su actividad en fenémenos de estrés nutricional®*3!*2, donde los
niveles de NAD" son incrementados intracelularmente. En segundo lugar, la actividad
sirtuina es regulada, a su vez, mediante MPTs ejercidas por proteinas activadas por estrés
nutricional, tal es el caso de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), la cual fosforila
y activa a la SIRT1. Esto trae como consecuencia la deacetilacion e inactivacion de p53,
permitiendo la supervivencia celular ante fenémenos de estrés nutricional®* por regulacion

de este factor de transcripcion involucrado en apoptosis.

1.2.5 Sirtuinas de parasitos protozoos

A pesar del importante rol de las sirtuinas en el funcionamiento celular, la funcién que
cumplen estas proteinas en parasitos protozoarios es un campo muy poco explorado, salvo
por algunas sirtuinas de Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania y Entamoeba. De estas
sirtuinas se conoce que la PfSIR2A de P. falciparum, se encuentra involucrada en el
silenciamiento transcripcional de regiones sub-teloméricas, que codifican para familias de
variantes antigénicas, la cuales son usadas por el parasito para evadir el sistema inmune
del hospedero y que han mostrado ser estrechamente reguladas por la actividad sirtuina.
La TbSir2rpl de T. brucei, se encuentra localizada en el nicleo y tiene como sustratos a
las histonas H2A y H2B y es importante para reparacion del DNA en este parasito®. La
sirtuina de L. infantum (LiSIR2rpl) es la primera en mostrar actividad ADP-ribosilasa a-
Tubulina, causando despolimerizacion e inhibicién del ensamblaje de microtibulos, asi
como la a-Tubulina deacetilada?®, pudiendo estar involucrada en la regulacién del ciclo
celular. Al igual que la LiSIR2rp, la EhSir2a de E. histolytica, se encuentra involucrada en
la deacetilacion de a-tubulina y se ha encontrado ademas, que mutaciones en el dominio
catalitico de esta enzima tiene efectos en la estabilidad y niamero de ensamblajes
microtubulares durante el ciclo celular de este protozoario®*. Esta diversidad de funciones
y sSu participacion en procesos celulares claves hacen de las sirtuinas blancos
farmacologicos interesantes, para el control de parasitos protozoarios de importancia

médica como G. duodenalis y los mencionados anteriormente.
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1.3 Giardia duodenalis y sus sirtuinas

Como ya fue mencionado, G. duodenalis es conocido a nivel mundial por ser responsable
de la Giardiasis, la enfermedad gastrointestinal mas comudn en el mundo y la cual afecta a
seres humanos y mamiferos en general. El entendimiento la biologia de este parasito,
constituye un paso para el desarrollo de herramientas de diagnostico, prevencion y
tratamiento de la Giardiasis. Es por ello que en el Laboratorio de Investigaciones Basicas
en Bioquimica (LIBBIQ), nos hemos interesado en el estudio de las sirtuinas (Sir2), las
cuales han mostrado ser mediadores claves para el correcto funcionamiento celular y han
sido propuestas como blancos farmacolégicos en el tratamiento de las enfermedades
causadas por parasitos protozoarios®. En lo que concierne a las sirtuinas de G. duodenalis,
estudios bioinformaticos empleando alineamientos multiples han permitido determinar la
presencia de cinco secuencias candidatas a deacetilasas de histonas dependientes de
NAD* en el genoma de este parasito, denominadas como: GL50803_ 10708 (GdSir2.1);
GL50803_10707 (GdSir2.2); GL50803 16569 (GdSir2.3); GL50803 11676 (GdSir2.4);
GL50803_6942 (GdSir2.5) 23 (Tabla 1-2). En el presente trabajo inicialmente se planted
el estudio e identificacibn de uno de estos candidatos a sirtuina en el parasito.
Adicionalmente, durante el trascurso del mismo, se abord6 el estudio de un candidato
adicional, constituyéndose entonces como un aporte al conocimiento de las sirtuinas de
parasitos protozoarios, mediante el estudio molecular y bioguimico de dos de los cinco
candidatos a sirtuinas propuestos bioinformaticamente en el genoma de G. duodenalis
(GdSir2.1 y GdSir2.2).
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Tabla 1-2: Sirtuinas identificadas por alineamientos de estructura primaria en G. duodenalis.

Obtenidas de www.giardiadb.org. Reportado por Sonda et al 2010. --° Relaciéon no
determinada. *Parametros determinados con http://web.expasy.org/protparam. PI: punto

isoeléctrico.
Longitud )
L . Longitud
o Denominacién | secuencia ) *PM
Cédigo reportado L secuencia
o Descripcién | Clase | en el presente de *P|
http://www.giardiadb.org/ ) . de KD
trabajo. nucleétidos . a
aminoéacidos
pb.
Proteina
) ) Clase
GL50803_10708. hipotética, | Gdsir2.1 2043 680 74 | 5.77
domino Sir2. '
Deacetilasa de
histona Clase )
GL50803_10707. ) GdSir2.2 1680 559 62 | 5.66
dependiente I
de NAD*- Sir2.
Regulador
o Clase )
GL50803_16569. transcripcional, U GdsSir2.3 1176 391 43,9 | 6.47
familia Sir2. '
GL50803_11676. Sirtuina tipo 2. --* GdSir2.4 1779 592 66,5 | 5.80
Proteina Clase ]
GL50803_6942. o GdsSir2.5 1971 656 73 | 9.26
familia Sir2. u.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar in vitro e in vivo dos candidatos a Sirtuina en Giardia duodenalis.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la actividad enzimética de las proteinas recombinantes candidatos a
Sirtuina.

2. Determinar la localizacién subcelular de las proteinas GdSir2.1 y GdSir2.2 en el
parasito.

3. Evaluar la expresion de la proteina GdSir2.2 en el ciclo de vida de G. duodenalis.
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3.Preguntas de investigacion

El presente trabajo de investigacion se planteé identificar funcionalmente dos de las cinco
sirtuinas hipotéticas en Giardia duodenalis (GdSir2.1 y GdSir2.2), con este propésito se
desarrollaron estrategias bioinformaticas y experimentales de bioquimica y biologia
molecular para responder a las siguientes preguntas:

¢,Son estos dos candidatos sirtuinas en Giardia?
¢ Cual es su localizacion subcelular en este parasito?

¢,COmo es su expresion durante el proceso de enquistacion en este protozoario?
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4. Materiales y métodos

La caracterizacion de los candidatos GdSir2.1 y Gdsir2.2 de G. duodenalis, se realiz6
mediante tres aproximaciones metodoldgicas; la primera de estas es una aproximacion
bioinformatica orientada al andlisis de sus estructuras primarias y terciarias, la segunda es
una aproximacion in vitro enfocada a la obtencién de estos candidatos como proteinas
recombinantes, determinacion de su actividad deacetilasa, junto a la produccion de
anticuerpos policlonales murinos y aviares contra las proteinas recombinantes obtenidas v,
finalmente, la tercera corresponde a un estudio in vivo que involucra determinacién de la
localizacién subcelular y evaluacion de la variacion de su expresion durante la enquistacion.

La metodologia abordada para desarrollar esto se muestra a continuacion.

4.1 Aproximacion bioinformética

Las secuencias de aminoacidos de los candidatos GdSir2.1 y GdSir2.2 con cddigos de
acceso: GL50803_ 10708 y GL50803_10707 respectivamente (www.giardiadb.org), fueron
empleadas en alineamientos multiples con las secuencias ortélogas presentes en humanos
SIRT1-7 (Cédigos Uniprot: Q96EB6, Q8IXJ6, QINTG7, QI9Y6E7, QINXA8, Q86T7,
QI9NRCS8 respectivamente) y en pardsitos protozoarios: TbSir2rpl (Trypanosoma brucei),

PfSIR2A (Plasmodium falciparum) y LiSIR2rpl (Leishmania infantum) (Codigos Uniprot:
Q57V41, Q8IE47 y Q8I6E4 respectivamente). Para los alineamientos multiples se empleo:
el servidor T-COFFEE®® y para su visualizacion fue empleado el programa Geneious version
6.1.6%" o el algoritmo Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation (MUSCLE)
presente en el programa CLC Free Workbrench version 7.6. En la identificacion de dominios
funcionales se empled servidor CDD?3® disponible en NCBI:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/. Las estructuras terciarias se predijeron mediante el
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servidor I-TASSER?®, para la visualizacién y comparaciéon de estructuras se empled el
programa UCSF Chimera®. La validacién de los modelos empelando el gréfico de
Ramachandran, se realizé mediante el servidor RAMPAGE*:

http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php.

4.2 Aproximacion in vitro

4.2.1 Construccion de los plasmidos pET100-GdSir2.1y
PET100-GdSir2.2

4211 Amplificacion de las regiones codificantes GdSir2.1 y GdSir2.2

Las secuencias de aminoacidos de los candidatos GdSir2.1 y GdSir2.2 con cédigos de
acceso: GL50803_ 10708 y GL50803_10707 respectivamente (www.giardiadb.org), fueron
empleadas en alineamientos multiples con las secuencias ortélogas presentes en humanos
SIRT1-7 (Cddigos Uniprot: Q96EB6, Q8IXJ6, QINTG7, QI9YBE7, QINXA8, Q86T7,

Q9NRCS8 respectivamente) y en parasitos protozoarios: TbSir2rpl (Trypanosoma brucei),

PfSIR2A (Plasmodium falciparum) y LiSIR2rpl (Leishmania infantum) (Cédigos Uniprot:
Q57V41, Q8IE47 y Q8I6E4 respectivamente). Para los alineamientos multiples se empleo:
el servidor T-COFFEE®®y para su visualizacion fue empleado el programa Geneious version
6.1.6%" o el algoritmo Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation (MUSCLE)
presente en el programa CLC Free Workbrench versién 7.6. En la identificacion de dominios
funcionales se empled servidor CDD?3® disponible en NCBI:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/. Las estructuras terciarias se predijeron mediante el

servidor I-TASSER®®, para la visualizacién y comparacién de estructuras se empled el
programa UCSF Chimera®. La validacion de los modelos empelando el grafico de
Ramachandran, se realizd mediante el servidor RAMPAGE*:

http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php.
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42.1.2 Clonacion de los genes en el vector pET100/D-TOPO®

Los productos de PCR obtenidos con Pfu polimerasa de cada uno de los candidatos, se
purificaron empleando el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System de
Promega y se cuantificaron por densitometria empleando el marcador 1Kb GeneRuler™.
La reaccion de ligacion entre el producto de PCR con el vector de expresion pET100/D-
TOPOQO®, se realizé bajo las siguientes condiciones: 1-5 ng Producto de PCR, 1 uL de
solucién salina (1,2 M NaCl y 0,06 M MgClz), 1 uL de vector pET100/D-TOPQ®, la reaccion
se llevé a un volumen final de 6 yL completando con H,O DEPC. Se mezcld y se incubd

durante 30 minutos a 22°C la reaccion.

4.2.1.3  Trasformacion de células quimicamente competentes

Con la reaccion de ligacion obtenida se trasformaron células E. coli One Shot Topl0
quimicamente competentes por choque térmico*® de la siguiente manera: A 50 yL de células
competentes se agregé 3 L de reaccién de ligacién, mezclando suavemente, la mezcla se
incubdé a 4 °C durante 30 minutos, pasado este tiempo, las células fueron sometidas a
choque térmico de 42 °C por 30 segundos y nuevamente llevadas a 4 °C, 2 minutos. A esta
mezcla se le adiciond 250 uL de medio SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl
10 mM, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, y 20 mM glucosa) (volumen final de 300 uL) y se incubd
a 37°C en agitacion constante durante 1 hora. Las células transformadas fueron extendidas
en cajas con medio agar LB suplementado con ampicilina (100ug/mL) e incubadas a 37°C

durante 12 horas.

4214 Evaluacioén de colonias por PCR

La verificacion de la adquisicién de los plasmidos recombinantes se llevd a cabo por PCR
de colonia empleando la Taq polimerasa. Las condiciones de la reaccion fueron las
siguientes: MgCl» 1,5 mM, primers 0,2 uM de cada uno, dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
0,2 mM cada uno, Buffer PCR 1x (10 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM de KCI y Triton X-100 al
0,1%), Taq DNA polimerasa 2.5 U. Para cada uno de los candidatos se emplearon los ciclos
térmicos descritos en el numeral 4.2.1.1. Los controles negativos tuvieron como plantilla
H.O DEPC y los positivos gDNA. Los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa

1% p/v en buffer TBE 0,5X y documentados como se mencioné anteriormente3.
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42.1.5 Purificacion de plasmidos recombinantes por lisis alcalina'y
evaluacién por PCR

La extraccion de los plasmidos recombinantes de las células transformadas se realiz6 por
lisis alcalina*® de la siguiente manera: inicialmente se realiz6 un inoculo bacteriano en 10
mL de medio LB suplementado con ampicilina (100ug/mL) el cual cultivd por 12 horas a
37°C, las células fueron obtenidas por centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos, luego se
resuspendieron en 300 uL de una solucién de glucosa 50 mM; Tris 25 mM; EDTA 10 mM
pH 8 por 5 minutos a 4°C y se les adiciono 300uL de una solucién de 0,2 N NaOH; 1%
SDS, para lisar las células, la lisis se neutraliz6 empleando acetato de potasio a pH 4,8. Se
centrifugd a 10000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante fue incubado a 37°C durante 30
minutos con 2uL de RNAasa A. Se adicion6 a esta mezcla 1 volumen de
PHOH/CHCIs/alcohol isoamilico (25:24:1) mezclando por inversion. Se centrifugo a 11000
rpm por 5 minutos (se descart6 la fase acuosa y la interfase). Se adicioné 2,5 volimenes
de EtOH absoluto (96%) frio y 1/10 del volumen de Na*CH3;COO" 3M pH 5,2. Para precipitar
el plasmido se incubd a -80°C durante 42 horas. Se centrifugé a 12000 rpm 10 minutos a
4°Cy se descart6 el sobrenadante. El precipitado se lavé con ETOH absoluto y se centrifugé
a 12000 rpm, luego se resuspendié en 50uL de H.0 DEPC. Los plasmidos obtenidos fueron
empleados como plantillas en reacciones de PCR con Tag Pol, bajo las condiciones
descritas en el numeral 4.2.14, los amplificados obtenidos se evaluaron por electroforesis

en gel de agarosa al 0.8% p/v en buffer TBE 0,5X.

4.2.1.6 Evaluacién por enzimas de restriccién de los plasmidos
recombinantes pET100-GdSir2.1 y pET100-GdSir2.2

Para determinar la presencia de plasmidos recombinantes o del vector pET100/D-TOPO
vacio se monitoreo con digestiéon empleando la enzima de restriccion EcoRV (Thermo
Fisher), la reaccion se dejé a 37 °C durante 12 horas y la digestion fue evaluada con

electroforesis en gel de agarosa 0.8 % p/v en buffer TBE 0,5X“,



20 Estudio molecular y bioquimico de un candidato a sirtuina en G. duodenalis

4.2.2 Construccion del plasmido pMAL-C5X-GdSir2.2

Para la clonacion del candidato GdSir2.2 en el vector pMAL C5X (New England Biolabs),
Inicialmente, el fragmento génico GdSir2.2 se cloné en el vector pPGEM-T Easy (Promega)

y luego se realiz6 una subclonacion al vector de expresion pMAL C5X.

Para la subclonacién, se realiz6 la amplificacion por PCR del candidato GdSir2.2 usando
gDNA como plantilla y la enzima Taq polimerasa. Los “primers” usados fueron: Directo;
(dNotlGdSir2.2): 5 ATAAGAATGCGGCCGCATGAAATCGGCTCTCG3 y Reverso;
(rSallGdsSir2.2): 5GCGTGTCGACTTACTGGCGCGATCGG3, los cuales otorgan sitios de
restriccion para las enzimas Notl y Sall respectivamente. Las condiciones de la PCR y el

ciclo térmico para GdSir2.2 son descritos en el numeral 4.2.1.4y 4.2.1.1 respectivamente.

El producto de PCR obtenido se evalu6 por electroforesis en agarosa y se subcloné en el
vector pGEM-T Easy de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Promega). El producto
de la ligacién se transformé por choque térmico a células Topl0 de acuerdo al numeral
4.2.1.3, las células fueron extendidas en cajas de cultivo LB Agar suplementadas con
ampicilina (100pg/mL), Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (0.5 mM) y X-Gal (80
pug/mL) e incubadas a 37°C durante 12 horas. Las células blancas y azules obtenidas fueron
evaluadas por PCR empelando los primers arriba mencionados de acuerdo al numeral
4.2.1.4.

Los plasmidos recombinantes pGEM-T Easy-GdSir2.2 obtenidos por lisis alcalina y
verificados por PCR (numeral 4.2.1.5), junto al vector pMAL C5X vacio, se sometieron a
doble digestion con las enzimas de restriccion Notl y Sall por 16 horas a 37°C (Thermo
Fisher), la efectividad de la digestién se verificd por electroforesis en agarosa-TBE 0.8%
(p/v). El inserto GdSir2.2 y el vector linealizado se purificaron usando el kit comercial DNA
Gel Extraction® de acuerdo a las condiciones del fabricante (Millipore) y se ligaron
empleando la enzima T4 ligasa (Thermo Fisher), el producto de ligacion se transformé por
choque térmico a células ToplO (numeral 4.2.1.3). Los pldsmidos recombinantes se

purificaron por lisis alcalina y se evaluaron por PCR (numeral 4.2.1.5).
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4.2.3 Expresion y purificacion por cromatografia de afinidad
de las proteinas recombinantes

4231 Expresion de las proteinas Hisx6-GdSir2.1, Hisx6-GdSir2.2 y MBP-
Gdsir2.2

Con los plasmidos recombinantes (pET 100-GdSir2.2, pET100-GdSir2.2 y pMAL C5X-
GdSir2.2), se transformaron por choque térmico (numeral 4.2.1.3) células de expresion E.
coli One Shot BI21 DE3 (Thermo Fisher). Las células individualmente se inocularon y
cultivaron en medio LB suplementado con ampicilina (100mg/L) y glucosa al 1% a 37 C°
durante 16 horas. Con estos inb6culos se realizd wuna dilucibn 1:100 en
LB+ampicilina+glucosa y la induccion de la expresion de la proteinas se realizé al
alcanzarse una ODeggonm de 0.5-0.6 con 0.3, 0.5 0 1 mM de IPTG a 18, 25 o 37°C. Se
colectaron alicuotas de las células alas 0, 2, 4, 6, 8, 0 16 horas postinduccion y se les midio
en cada tiempo absorbancia a ODeoonm, cON el fin de normalizar por nimero de células las
comparaciones entre cada tratamiento. Finalmente se colectaron por centrifugacién a 6000
rpm x 15 min a 4 °C, el sobrenadante fue descartado y se determiné peso humedo de las

células®.

4232 Lisis celular

Los pellets de células obtenidos fueron resuspendidos en el buffer lisis (NaH2PO, 50mM,
NaCl 400mM, KCI 100mM, 10% glicerol, 0.5% Tritdn X-100 pH 8,0.) a una relacién de 5 mL
de buffer por gramo de células himedas, se adiciono lisozima a una concentracion final de
1 mg/uL y se incubaron en agitacion contante a4 °C por 1h. Luego las células fueron lisadas
en ausencia de inhibidor de proteasas por sonicacion durante 5 min (50% amplitud, 15 s
pulso y 15 s reposo) y se centrifugd la muestra a 12000 rpm x 20 min a 4 °C, se separ0 y

conservo el sobrenadante (Fraccion soluble) y el pellet (Fraccién insoluble)*344,
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4.2.3.3  Monitoreo por SDS-PAGE* y western blot*® de la expresion

Las células sin lisar y las fracciones solubles e insolubles, fueron resuspendidas y
desnaturalizadas en buffer de carga para SDS-PAGE 1X (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, Glicerol
10% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v), B-mercaptoetanol 100 mM) y
calentadas por 15 min a 92 °C. Las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles
de acrilamida con un gel concentrador de T-3.9% y separador de T-12%, la corrida
electroforética se llevd a 110 V. Las bandas fueron visualizadas por tincién con azul de
coomassie R-250%".

Para evaluar la expresion de las proteinas recombinantes por western blot (wb), las
muestras separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Thermo Fisher) aplicando 200 mA por 2 horas o a 20 mA toda la noche, en
buffer de trasferencia (Tris 25mM pH 8,3, Glicina 192 mM y Metanol 10 % (V/V))*. La
membrana fue bloqueada por 2 h con TBS (150 mM NacCl, and 20 mM Tris/HCI pH 7.5) con
leche descremada a una concentraciéon de 5% (P/V)*. Para la inmunodeteccién de la
proteina recombinante se emplearon anticuerpos primarios anti-Hisx6 (1:5000) junto
anticuerpos secundarios anti-raton IlgGs conjugados a biotina (1:8000) y fosfatasa alcalina
(1:3000) en TBS o anticuerpos primarios anti-MBP (1:6000) junto con anticuerpos anti-
conejo lgGs conjugados a biotina y fosfatasa alcalina en TBS a las concentraciones ya
mencionadas*’. Las membranas fueron reveladas con los sustratos cromogénicos BCIP (5-
Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT (Nitro-Blue Tetrazolium
Choride) en el buffer de reaccion (Tris-HCI 100 mM pH 9,0, NaCl 150 mM, MgCl> 1 mM) y

la reaccion se detuvo colocando de las membranas en H,O destilada®.

4234 Purificacién de las proteinas recombinantes por cromatografia de
afinidad.

La proteina Hisx6-GdSir2.1 presente en la fraccion soluble de la lisis celular, se someti6 a
cromatografia de afinidad a Ni?* (Qiagen). Unién: se empled 1.5 mL de fraccién soluble por
cada mililitro de resina ProBond™ Nickel-Chelanting (Thermo Fisher) previamente
equilibrada en buffer de lisis. La resina y el extracto soluble se incubaron por una hora a
4 C° y agitacion constante. La cromatografia se realiz6 en columna y la resina fue lavada

con 6 volumenes de buffer de lisis suplementado en gradiente con 35, 75 o 150 mM de
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imidazol y la proteina se eluyé en el mismo buffer con 300 mM de imidazol, los eluidos

obtenidos se dializaron y almacenaron con glicerol al 10% a -80 °C*’.

La proteina MBP-GdSir2.2 se purifico por cromatografia afinidad a amilosa (New England
BioLabs). La resina de amilosa previamente equilibrada en buffer de lisis sin imidazol y la
fraccion soluble se incubd una hora a 4 °C en agitacion constante. La purificacion se realiz
en columna, se realizaron 10 lavados con buffer de lisis y se eluyo6 la proteina recombinante

en el buffer suplementado con 20 mM de maltosa®®.

Los procesos de expresion y purificacién de las proteinas recombinantes fueron
evaluados por SDS-PAGE (numeral 4.2.3.3).

4.2.4 Efecto de las condiciones de induccién en la
solubilidad GdSir2.2

Para el valuar el efecto de las condiciones de induccion en la solubilidad de la recombinante
Hisx6-GdSir2.2, las células BL21 DE3 trasformadas por choque térmico con el vector
recombinante pET100-GdSir2.2 (42 °C 30 s), fueron sometidas a ensayos de expresion
como en el numeral 4.2.3.1, empleando concentraciones finales de 0,5 01 mM de IPTG y
25 0 37 °C como temperaturas de induccién. Las células se colectaronalas 0,2,4y 16 h
(ON) y fueron lisadas de acuerdo al numeral 4.2.3.2. Las fracciones solubles e insolubles

obtenidas se evaluaron por SDS-PAGE gel separador 12% y wb anti-Hisx6*3.

4.2.5 Coexpresion de Hisx6-GdSir2.2 con proteinas
chaperonas

Células BI21 DES3 fueron transformadas por choque térmico inicialmente con el vector
comercial PG-KJES8 (Takara BIO INC.), con ellas se realizaron células competentes por el
método de cloruro de calcio®®, la cuales fueron luego trasformadas por chogue térmico con
el vector recombinante pET100-GdSir2.2. Un inéculo de estas células co-transformadas
con ambos vectores y se cultivaron por 16 h a 37°C en medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/mL), cloranfenicol (50 pg/mL) y glucosa 1%, se empled para la expresion
de la proteina recombinante de interés. Con este in6culo se realiz6 una dilucién 1:100 en

medio nuevo y se favorecio la expresion de la proteinas chaperonas adicionando arabinosa
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(1 mg/mL) y tetraciclina (10 ng/mL), las células se cultivaron hasta alcanzar una DOgoo mn de
0.5 y la induccion de la proteina Hisx6-GdSir2.2 se realizo a 37 °C adicionando IPTG una
concentracion final de 1 mM. Se tomaron alicuotas de cultivo normalizadas por nUmero de
células alas 0, 2, 4y 16 h (ON) postinduccién y se lisaron por sonicaciéon®!. Las fracciones
solubles e insolubles obtenidas se monitorearon por SDS-PAGE y wb anti-Hisx6 (numeral
4.2.3.3).

4.2.6 Evaluacién de la cepa de expresion en la solubilidad
Hisx6-GdSir2.2

El plasmido recombinante pET100-GdSir2.2 fue empleado para trasformar por choque
térmico células de expresion Bl21 Codén Plus DE3 (Agilent) o Shuffle T7 Compentent (NEB
BioLabs). Las células Codén plus fueron cultivadas en LB suplementado con ampicilina
(100 pg/mL), cloranfenicol (50 ug/mL) y glucosa 1%. Las células Shuffle por su parte fueron
cultivadas en LB-ampicilina-glucosa. Ambas células se cultivaron hasta alcanzar una DOego
nm entre 0.5y 0.6. Las células Codon plus y Shuffle fueron inducidas con 1 o 0,3 mM de
IPTGy 22 0 37 °C respectivamente y se colectaron alas 0, 2, 4, 6, y 16 h como se especifica
en las respectivas figuras. Las células fueron lisadas como en el numeral 4.2.3.2 y la lisis
celular se monitoreo por SDS-PAGE y wb Anti-Hisx6%.

4.2.7 Renaturalizacién a partir de cuerpos de inclusiéon de la
Hisx6-GdSir2.2

Para llevar a cabo ensayos de renaturalizacion, células Shuffle transformadas con el vector
PET100-GdSir2.2, fueron inducidas por 16 h con una concentracién final de 1mM de IPTG.
Las células fueron lisadas por sonicacién como en el numeral 4.2.3.2 (lisis celular). La
fraccion insoluble obtenida se resuspendid por accibn mecanica empleando un
homogenizador de embolo y buffer de resuspension (20mM fosfatos pH 7.5, 500 mM NacCl
y 8 M de urea). La muestra se sometié a centrifugacion (8000 rpm x 10 min), para eliminar
agregados proteicos sin disolver y evitar taponamiento de la columna. El sobrenadante
obtenido del paso anterior se incub6 con la resina ProBond™ Nickel-Chelanting (Thermo

Fisher) por 1 h a 4 °C y agitacion constante, la suspension fue transferida a una
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microcolumnay lavada con el buffer de resuspension suplementado con 75 mM de imidazol.
La resina en la columna fue lavada con buffers de resuspension con concentraciones
decrecientes de urea separados por 0,5 M de urea cada uno, desde una concentracion
inicial de 8 M hasta una final de 0,5 M de urea. Para la elucién se emple6 buffer fosfatos
20 mM, 500 mM NacCl sin urea y suplementado con 150 o 300 mM de imidazol®?.

42.7.1 Estandarizacion de las condiciones de elucion de Hisx6-GdSir2.2

Para mejorar la obtencion de proteina recombinante renaturalizada, se evalu6 el efecto de
modificaciones y suplementos al buffer fosfato (20mM fosfatos pH 7.5, 500 mM NacCl, 0,3
m imidazol) empleado en la elucion. Se valud el efecto del aumento en la fuerza iénica (1
mM NacCl), aumento en la concentracion de imidazol (0.5 o 1 M), modificacién de pH (pH
4.5) y adicién de ZnCl..

Se realiz6 la elucion de la proteina de con buffer suplementado con 0,5y 1 M de imidazol,
los eluidos obtenidos fueron concentrados mediante filtros Amicom de 10 kDa (EMD
Millipore) y sometidos a didlisis a 4 °C por 16 h.

4.2.8 Ensayos de deacetilacion

GdSir2.1: Lafraccion soluble de células Bl21 DE3 trasformadas y sin transformar, junto con
la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.1, fueron sometidas a un ensayo de deacetilacion
empleando el kit CycLex® SIRT2 Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver.2 de acuerdo a
las condiciones del fabricante (CycLex), la excitacion se llevé a cabo a 488nm y la lectura
de fluorescencia a 521nm, para la deteccion de la fluorescencia se empled el equipo
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad), la reaccion llevo a cabo a 37 °C
y se monitore6 en el tiempo haciendo medicion de fluorescencia cada 30 s por un tiempo
total de 1 h.

GdSir2.2: La fraccion soluble de células BI21 DE3 trasformadas con pMAL C5X-GdSir2.2

y sin transformar, junto a la proteina MBP-GdSir2.2, fueron sometidas a ensayos de
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deacetilacion empleando el kit comercial CycLex® SIRT2 Deacetylase Fluorometric Assay

Kit Ver.2, en las mimas condiciones ya mencionadas.

Para medir el efecto del buffer de deacetilacion sobre la actividad de la proteina GdSir2.2
anclada en la resina ProBond™ Nickel-Chelanting (Thermo Fisher), se evaluaron los
siguientes buffers: Buffer de deacetilacion SIRT1 Kit Cyclex; Buffer de deacetilacion SIRT2
Kit Cyclex; Buffer Sirtuina 1 (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1 mM
MgCl,); Buffer HDAC (10mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM Nacl); Buffer de deacetilacion SIRT2
(50mM Tris-HCI pH 9.0, 4 mM MgCl;, 0,2 mM DTT) y Resina sola (control negativo).

La proteina obtenida del proceso de renaturalizacion (numeral 4.2.7.1), fue sometida a
ensayos de deacetilacion bajo las condiciones ya mencionadas en el buffer de deacetilacién
empelado para la SIRT1 humana (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1
mM MgCly).

4.3 Aproximacioén in vivo

4.3.1 Generacion, obtencion y caracterizacion de IgGs
policlonales murinos e IgYs policlonales aviares

Para la obtencién de las proteinas Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2 necesarias como
antigenos para la produccion de anticuerpos, células Bl21 DE3 fueron inducidas con 1 mM
de IPTG por 16 h a 37 °C y la fraccion insoluble obtenida por lisis celular (numeral 4.2.3.1),
la cual contiene los cuerpos de inclusion fue resuspendida mecanicamente en el buffer de
lavado 1 (100 mM Tris-HCI pH 7.0, 5mM EDTA, 5 mM Ditiotreitol, 2 M de urea, 2% v/v Triton
X 100) a 4 °C por 20 min, con el fin de retirar detritos celulares y proteinas contaminantes
provenientes de la células E. coli BL21 DES3, la solucién obtenida se centrifug6 a 12000 rpm

por 30 min y el pellet obtenido se someti6 a este procedimiento 2 veces®.

El pellet obtenido tras el tercer lavado, se homogenizé a 4 °C por 20 min en el buffer de
lavado 2 (100 mM Tris H-Cl pH 7.0, 5 mM de EDTA, 5 mM DTT) y se centrifugé a 12000

rpm por 30 min a 4 °C. El pellet obtenido fue homogenizado y resuspendido en el buffer 3
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(50 mM TrisHCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 8 M cloruro de guanidinio), se centrifugo
a 14000 rpm durante 1 h a 4 °C. El pellet obtenido se descart6 y el sobrenadante fue
sometido a didlisis por 24 horas en 2 L de buffer 50 mM Tris-HCI pH 7,5 150 mM de NaCl
en ausencia de cloruro de guanidinio®®. El producto obtenido de la didlisis fue sometido a
centrifugacion a 12000 prm por 30 min a 4 °C y el pellet obtenido fue almacenado a -20
°C53-

43.1.1 Purificacién de las proteinas recombinantes Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-
GdSir2.2 mediante SDS-PAGE preparativo

Para la purificacion de las proteinas, el pellet obtenido por centrifugacion del dializado
anterior fue sometido a electroforesis SDS-PAGE preparativa para obtener las proteinas
con una mayor pureza. El pellet de cada uno de los procesos de purificacién de las
proteinas, fue resuspendido en PBS, se le adicioné buffer de carga y se desnaturalizé a 92
°C por 15 min. Estas muestras fueron posteriormente separadas en un gel de acrilamida
(T-10 %) con un tamafio de 16 x 19 cm. Transcurrida la corrida electroforética y con ayuda
de marcador de peso molecular pretefido, se identificaron las bandas de acrilamida con el
tamafio aproximado para cada una de las proteinas recombinantes. Estas bandas fueron
sometidas a trituracion y elucién con agua desionizada. El sobrenadante con las proteinas
de interés fue cuantificado empleando Bradford con BSA como patrény la pureza se evalué
mediante SDS-PAGE®3. Las proteinas recombinantes Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2
purificadas, fueron empeladas como antigeno y se inocularon a ratones hembra Mus

musculus BALB-C y gallinas Babcock Brown®.

4.3.1.2 Produccion de anticuerpos aviares anti-Hisx6-GdSir2.1: Esquema
de Inmunizacion

El proceso de inoculacién de las gallinas se realiz6 en la zona de la pechuga, se emplearon
2 individuos (Gallina control; PBS y gallina tratamiento; Proteina Hisx6-GdSir2.1), las
gallinas fueron inoculadas en cuatro ocasiones; la primera empelando adyuvante completo
de Freund y las 3 restantes adyuvante incompleto de Freund con relaciones 1:1 (v/v) de
adyuvante y PBS o Hisx6-GdSir2.1 (Tabla 4-1). La gallina inoculada con PBS, fue empelada

para la obtencién del suero no relacionado®.
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Tabla 0-1: Esquema de inmunizacion hembras Babcock Brown con la proteina
recombinante His-GdSir2.1

Gallina tratamiento Gallina control
Inoculacién No. 1 2 3 4 1 2 | 3|4
Dia 0 15 22 40 0 15 | 22 | 40
Adyuvante C I I I C I I I
Antigeno desnaturalizado (ug) ~100 | ~100 | ~100 | ~100 | ----- - -] -
Vol. de inyeccién (ul) 300 300 300 | 300 | 300 | 300|300|300

4.3.1.3 Produccion de anticuerpos murinos anti-Hisx6-GdSir2.2: Esquema
de Inmunizacion.
El proceso de inoculacién de los ratones se realizd via intraperitoneal empelando 3
individuos por tratamiento (Tratamiento 1: Control, Tratamiento 2: Proteina Hisx6-GdSir2.2).
En el esquema de inmunizacion (Tabla 4-2): Cada individuo fue inoculado con el antigeno
correspondiente cada 8 dias hasta completar un total de 4 inoculaciones. En la primera de
estas inoculaciones se emple6 una mezcla homogénea (1:1 en volumen) de antigeno y
adyuvante completo de Freund y en las restantes tres inoculaciones se emplearon mezclas
homogéneas (1:1 en volumen) de antigeno y adyuvante incompleto de Freund. Como
control de inmunizacion se empled una mezcla homogénea (1:1 en volumen) de PBS y el
adyuvante correspondiente (completo o incompleto). El control fue empleado para la

obtencion de suero no relacionado®®.
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Tabla 0-2: Esquema de inmunizaciébn de hembras Mus musculus con la proteina
recombinante His-GdSir2.2.

Ratén tratamiento Ratén control
Inoculacién No. 1 2 3 4 1 2 3|4
Dia 0 8 16 24 0 8 |16 |24
Adyuvante C I I I C I I I
Antigeno desnaturalizado (ug) ~50 | ~50 |~50 | ~50| ---- - -] -
Vol. de inyeccion (pl) 300 300 300 | 300 | 300 | 300|300(300

43.1.4 Obtencién y evaluacion de sueros

La toma de las muestras de sangre de gallinas y ratones se llevé a cabo simultaneo a las
inoculaciones y 15 dias luego de la dltima inoculacion. Al finalizar el esquema de
inmunizaciones se obtuvo el suero final de los individuos. Cada una de las muestras se
someti6 a centrifugacion luego de dejar coagular la sangre a 37°C durante media hora y el
sobrenadante obtenido con los anticuerpos policlonales se almaceno y se conservo a -80°C

con glicerol al 10% (v/v)®.

4.3.15 Caracterizacion de los sueros obtenidos sobre las proteinas
recombinantes.

Los anticuerpos obtenidos se caracterizaron empleado las recombinantes Hisx6-GdSir2.1
y Hisx6-GdSir2.2 purificadas.

Los sueros preinmune, no relacionado e inmune aviares obtenidos se evaluaron por
western blot contra 100 ng de la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.1. Los anticuerpos
fueron purificados por afinidad empleando la proteina recombinante®, y se evalu6 su
capacidad de reconocer cantidades diferentes de proteina recombinante (50, 25, 12.5, 6.25

y 3 ng) a una dilucion constante de 1: 3000 anticuerpo-TBST.

Los sueros murinos anti-Hisx6-GdSir2.2 obtenidos se evaluaron por western blot, se
realizaron diluciones de los sueros inmunes (1:2500- 1:10000) manteniendo una
concentracion fija de 200ng de proteina recombinante. Se evalu6 ademas la capacidad de
deteccion por parte de los sueros a diferentes concentraciones de antigeno (100, 50, 25,

12.5y 6.25 ng), manteniendo la misma dilucion de anticuerpo en TBS-T (Buffer Salino Tris,
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Tween-20 al 0.1% V/V). Con el fin de evitar interferencias en el proceso de
inmunofluorescencia, los anticuerpos murinos (IgG) se purificaron por afinidad empleando

la proteina recombinante®* y se evalu6 su capacidad de reconocer 10ng de la misma.

4.3.2 Inmunodeteccidén de las proteinas enddgenas en
extractos de G. duodenalis

Para llevar a cabo el proceso de inmunodeteccién de la sirtuina se partié de un cultivo in
vitro de trofozoitos de Giardia (WB Clon C6) en medio TYI- S-33 suplementado con 10% de
suero bovino y 0,5 mg/mL de bilis bovina®. El medio fue suplementado con penicilina y
estreptomicina. Se cultivaron tubos con células a fase logaritmica media, luego cada tubo
se llevd a 4°C sobre hielo y las células se colectaron por centrifugaciony lavaron 3 veces
con PBS, el pellet final fue cuantificado en camara de Neubauer. Las células fueron empleadas
en la preparacién de extractos proteicos totales por resuspension de los parasitos en buffer
de carga para SDS-PAGE 1X y calentamiento a 92 °C®¢. El extracto proteico se someti6
a SDS-PAGE y luego western blot para la inmunodeteccion de las GdSir2.1 y GdSir2.2

enddgenas, empleando los anticuerpos policlonales aviares y murinos obtenidos.

4.3.3 Determinacioén de la localizacion subcelular por
Inmunofluorescencia

Para la determinacion de la localizacion de las proteinas GdSir2.1 y GdSir2.2 se emple0 el
protocolo realizado por Alvarado 2009 con algunas correscciones®®, las células obtenidas
por centrifugacion lavaron 3 veces con PBS. El pellet de células obtenido se resuspendio
en PBS (1500 parasitos/ul) y se dejé unir las células a la superficie de una lamina de vidrio
(30 minutos a 37°C). Las células se fijaron con paraformaldehido al 4%, se bloquearon y
permeabilizaron con Tritén X-100 al 0,5% y BSA al 3% en PBS, durante 16h a 4°C. Las
células fijas y permeabilizadas se incubaron con el anticuerpo primario, correspondiente a
dilucion de los sueros IgY o IgG en PBS, por 3 h a 37°C y luego se incubaron con los
anticuerpos secundarios anti-lgG acoplado a Alexa Fluor 488 (Abcam) a una dilucién de
1:2000 y anti-gallina acoplado a FITC (Sigma) a una dilucion de 1:200 en PBS durante 2

hora en la oscuridad a 37 °C. Los nlcleos fueron marcados con 4',6-diamidino-2-fenilindol
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(DAPI) 1ug/ul, por 5 min a temperatura ambiente (~22 °C)%’. Se observaron y registraron
las imagenes con en el microscopio de fluorescencia Nikon C1 plus confocal Nikon C1 Plus
ECLIPSE Tiy se analizaron con el software NIS elements AR, con un objetivo de 20X, 40X
y 100X.

4.3.4 Evaluacion de la expresion de las GdSir2.1y GdSir2.2
durante la enquistacion

4.3.4.1 Deteccion de la actividad transcripcional de GdSir2.1 y GdSir2.2 en
trofozoitos.

43.4.1.1 Extraccion de RNA de G. duodenalis.

Se cultivaron trofozoitos para la extraccion de ARN. Se adicionaron 700 ul de Trizol a
60x10° parasitos, los cuales se resuspendieron e incubaron durante 30 min a 25°C, luego
se adicioné 140 ul de cloroformo, mezclando e incubando durante 2-3 minutos a 25°C, se
centrifugd a 14000 rpm 15 minutos a 4°C. El ARN en la fase acuosa fue precipitado con 350
Ml de alcohol isopropilico previamente frio, incubando 30 min a 25°C. El pellet obtenido se
lavé con 700 pl etanol al 75% y se centrifugo a 8000g por 5 minutos a 4°C. Finalmente el
ARN fue resuspendido en agua DEPC. Este RNA fue empelado como plantilla para la

sintesis de cDNA3S,
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Tabla 0-3: Primers disefiados para la deteccion por RT-PCR de las GdSir2.1 y GdSir2.2.

Longitud | Tm Amplificado
Primer Secuencia (pb) (°C) | %GC | esperado
Primers / Gen GdSir2.1
Directo 5-CACCATGCCTGCTAATTAT-3 19 54 | 42.1
980 pb
Reverso 5-TCATTTACCTGAAGGCTC-3 18 51 | 44.4
Primers Gen GdSir2.2
Directo 5-CACCATGAAATCGGCTCTCGAAG-3 23 75 | 52.2 350 pb
Reverso 5- GGAAGCTTCAAGCCCAGGTCAG -3 22 60.3 | 59.1
Primers Gen Dineina-Cadena liviana
Directo 5- CGCGGATCCATGAATCCTAACGAGATCAAC-3 30 619 | 50
550 pb
5’_
ATAAGAATGCGGCCGCCTAGCACATTGGCAGTACCAATC- 39 68 | 51.3
Reverso 3

4.3.1.1.2 Produccién de cDNA y deteccion de GdSir2.1 y GdSir2.2 por PCR.

El RNA obtenido (2 pg), fue incubado con 2 U DNAsa | (RQ1, Promega) a 22 °C por 20 min.

El RNA luego fue sometido a calentamiento a 70 °C por 5 min. Para la sintesis de cDNA

fue empleado el sistema de retrotranscripcion ImProm-Il (A3800, Promega) y oligo DT (0,5

pg/reaccion). En la sintesis se emplearon las siguientes condiciones: Anillaje; (ARN y Oligo

DT) a 25 °C durante 5 min. Retrotranscripcién a 42°C durante 60 min. Desnaturalizacion de

la retrotranscriptasa a 70 °C durante 15 min. El cDNA sintetizado fue almacenado a -20 °C.

Posteriormente, se realizo la reaccion de PCR usando el cADN sintetizado, siguiendo las

condiciones de PCR: GdSir2.1; T° desnaturalizacién 95°C, Anillamiento 55°C y Extension
72°C. GdSir2.2; T° desnaturalizacién 95°C, Anillamiento 55°C y Extension 72°C. Dineina

(cadena liviana); T° desnaturalizacion 95°C, Anillamiento 55°C y Extensién 72°C, con
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primers diseflados para este proceso (Tabla 4-3). Finalmente el amplificado se monitoreo

con un gel de Agarosa-TBE al 1.5% (p/v).

4.3.4.2 Sincronizacion de parasitos: Enquistacion.

La enquistacion se llevé a cabo tomando trofozoitos en fase media de crecimiento y
exponiéndolos a una alta concentracion de bilis y un pH levemente alcalino. Preindculos
parasitos (1X10° células) cultivados medio normal de crecimiento TYI-S-33 fueron
cultivados por 72h y sometidos al estimulo de enquistacion por adicién del medio de
enquistacion (TYI-S-33 pH 7.8, suplementado con 10 mg/ml de bilis bovina). Luego de la
induccién se colectaron parésitos a las 0, 6, 12 y 24 horas después del estimulo. A las 24
horas de enquistacién se retorné los parasitos a medio normal de crecimiento (TYI-S-33) y
se continud su crecimiento por 24 h, luego de este periodo de tiempo fueron sometidos a
lisis hipotdnica en agua MiliQ durante 24 h mas para eliminar células con enquistacion
incompleta. Para cada uno de estos tiempos las células fueron centrifugadas a 2500 rpm,
lavadas en tres ocasiones con PBS y contadas en camara de Neubauer. Los pellets se

almacenaron a -20°C>°.

4.3.4.3 Evaluacioén de los niveles de expresion proteica de GdSir2.2 en la
enquistacion.

Las células contadas fueron resuspendidas en buffer 1X para SDS-PAGE como en el
numeral 4.3.2. Los extractos proteicos totales obtenidos, fueron cargados en un gel de
acrilamida T-12%, electrotransferidos a una membrana de nitrocelulosa, bloqueada con
BSA 3% por 16 h en agitacién constante. Sobre esta membrana se llevaron a cabo

reconocimientos empleando los anticuerpos:

e Anticuerpos policlonales murinos anti-Hisx6-GdSir2.2 (diluciones 1:1500 y 1:3000 x
3h), anti-ratén Biotina (1:10000 x 1h), fosfatasa alcalina (1:3000 x 30 min)

e Anticuerpos policlonales de conejo anti-gCaM (dilucién 1:2000 x 1h), anti-conejo
Biotina (1:2000 x 1h), fosfatasa alcalina (1:3000 x 30 min)*3.
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5.Resultados y discusion

Los resultados obtenidos asi como la discusion alrededor de ellos, se detalla a continuacion
y estard dividida en tres bloques: el primero de estos orientado a los resultados obtenidos
en la seccion bioinformatica, el segundo a los encontrados en la aproximacion in vitro y,

como tercer bloque, los encontrados en la aproximacion in vivo realizada.

5.1 Aproximacion bioinformatica de los candidatos a
sirtuina GdSir2.1y GdSir2.2 de G. duodenalis

Con el objetivo de caracterizar de manera bioinforméatica los candidatos a sirtuinas GdSir2.1
y GdSir2.2 de G. duodenalis, inicialmente, se realiz6 una buUsqueda de dominios
conservados en sus secuencias de aminoacidos, mediante el servidor CDD del NCBI, con
esta busqueda se identific6 dentro de ambas secuencias un domino conservado
perteneciente a la superfamilia SIR2 caracteristico de las sirtuinas, el cual presenta una
longitud aproximada de 275 aa®. Para el candidato GdSir2.1, se especifican sitios de unién
al sustrato, sitios de unién al NAD*y sitios de union a zinc (Anexo 1 Ay B).

Para continuar con la caracterizacion e identificacion de regiones conservadas a nivel de
estructura primaria, se realizaron alineamientos mudltiples empleando los algoritmos
ClustalW y MUSCLE entre los dominios sirtuina de los candidatos, las 7 sirtuinas presentes
en humanos y algunas sirtuinas de parasitos protozoarios. Estos alineamientos permitieron
identificar en ambos candidatos la presencia de secuencias conservadas, algunas de las
cuales se conoce que estan involucradas en la unién al NAD*, como el motivo G-X-G; el
cual es importante para interaccién de los grupos ribosa de esta molécula y la sirtuina®°62,

Otra de las caracteristicas observadas en esta familia de proteinas es la presencia de cuatro
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residuos de cisteina muy conservados e involucrados en la unién a zinc (Motivo: Cys-Xz_s-
Cys-Xi15-40-CysX2-4-Cys)®? (Fig. 5-1 y Anexo 2).

Ademéas del dominio sirtuina conservado presente en los candidatos, en éstos se
encuentran regiones N- y C-terminales las cuales presentan baja identidad respecto a las
secuencias ortélogas (Anexos 1 y 3), es conocido que estas regiones fuera del centro
catalitico de las sirtuinas, se caracterizan por ser poco conservadas a lo largo de la familia®,
lo cual explica la baja similitud encontrada en estas regiones al realizarse alineamientos
entre las secuencias de aminoacidos completas (Anexo 3). Estas regiones terminales en
las sirtuinas han sido poco caracterizadas estructuralmente, debido a que la mayoria de las
estructuras resueltas por cristalizacion carecen de ellas. No obstante, se conoce que juegan
papeles importantes en regulacién de la actividad catalitica®® y que son blanco de
modificaciones postraduccionales tales como; fosforilaciones®, metilaciones vy
sumoilaciones, las cuales regulan tanto la actividad enzimatica® como la localizacion
subcelular®® de estas proteinas. Por tanto, el estudio a futuro de estas regiones, podria ser

relevante para dilucidar los mecanismo regulatorios de estas proteinas en G. duodenalis.
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Figura 5-1: Las estructuras primarias de las GdSir2.1 y GdSir2.2 presentan caracteristicas
conservadas de la familia Sirtuina.

Alineamiento multiple entre las secuencias de aminoacidos que componen el dominio
sirtuina presente en las GdSir2.1 y GdSir2.2 de G. duodenalis, sirtuinas humanas (SIRT1-
SIRT7), TbSir2rpl (T. brucei), PfSIR2A (P. falciparum) y LiSIR2rp1 (L. infantum). Recuadro
negro: Residuos involucrados en la union a NAD+. Recuadro magenta: Motivo GAG.
Recuadro rojo: Residuos de cisteina involucrados en uniéon a zinc. El porcentaje de
identidad es proporcional a la altura de las barras. Color: verde; 100% de similitud, Amarillo;
80-100% de similitud, Rosa; 60-80% de similitud, Sin color; menos del 60% de similitud.
Alineamientos en T-Coffe empleando ClustalW y visualizacion programa Geneious.
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Para la identificacién de dominios estructurales en estos candidatos, se realiz6 inicialmente
la prediccion de estructura terciaria empleando el servidor I-TASSER®*® con toda la
secuencia de aminoacidos. Los modelos obtenidos mostraron dominios estructurales
caracteristicos de las familia sirtuina, sin embargo, su calidad fue baja; con valores de C-
score cercanos a -5 (C-scores GdSir2.1; -3.28 y GdSir2.2; -1.62) (Anexo 4 Ay B), y valores
del 89.1% y 86,2% de los residuos en las regiones permitidas y favorecidas (GdSir2.1 y
GdSir2.2 respectivamente) al ser evaluados con el Gréafico de Ramachandran (Anexo 5 Ay
B). Estos resultados obtenidos son atribuibles a la baja similitud presentada a nivel de las

regiones N- y C-terminal en la familia sirtuina, lo cual disminuye el modelamiento por
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homologia en las estructuras predichas. Para mejorar las predicciones estructurales, se
llevo cabo el modelamiento de los dominios sirtuina predichos a nivel de estructura primaria
presentes en los candidatos. Las estructuras tridimensionales generadas presentaron
valores de C-score mas cercanos a 2 y mayor porcentaje de residuos en las regiones
permitidas y favorecidas (GdSir2.1; C-score: 0.1, 97.2% vy GdSir2.2; C-score: -0.38,
99.7%), esto permite concluir que los modelos predichos para el dominio sirtuina de los
candidatos son mas confiables que los generados inicialmente con la secuencia de
aminoacidos completa (Anexo 4 Cy Dy Anexo 5 C y D).

En las estructuras 3D predichas, se identifican dos dominios estructurales tipicos de las
sirtuinas. El primero de estos es un dominio grande con presencia de dos plegamientos tipo
Rossmann, caracteristicos de proteinas de union a nucleétidos y en este caso de unién a
NAD®, los cuales estan estructuralmente compuestos por laminas beta parales rodeadas
de hélices alfa y giros aleatorios®:¢’. El segundo es un dominio pequefio que se caracteriza
por la presencia de cuatro residuos de cisteina involucrados en la union a zinc®’, el cual no
se encuentra directamente involucrado en el proceso deacetilacion. Estudios de la funcién
de este dominio han mostrado, que agentes quelantes de zinc o0 mutaciones de los residuos
de cisteina por lisinas, inhiben la actividad sirtuina in vitro, por lo que la integridad estructural
del dominio de unién a zinc parece ser requerimiento para la funcién enziméatica. Entre los
dominios grande y pequefio se ubica un bolsillo hidrofébico, en el cual se acoplan los
sustratos (NAD" y péptido acetilado) y se lleva a cabo el proceso de deacetilaciéon (Fig. 5-2
Ay B) 22236268,
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Figura 5-2: Estructuras tridimensionales generadas para el dominio sirtuina presente en los
candidatos Gdsir2.1 y GdSir2.2.

(A). Modelo GdSir2.1. (B) Modelo GdSir2.2. (C) Modelo de la sirtuina Hst2 de S. cerevisiae
obtenida por cristalizacion (PDB: 1q14)%, magenta: dominio grande con plegamiento tipo
Rossmann de unién al NAD*. Azul claro: dominio pequefio de union a zinc. Gris: bolsillo
hidrofébico de deacetilacion. Rojo: Péptido acetilado sustrato o atomo se zinc. Naranja:
molécula de NAD". Visualizacion de estructuras con el programa UCSF Chimera.

Bolsillode
deacetilacion

Plegamiento
Rossmann

GdSir2.1 GdSir2.2 S. cerevisiae Hst2

PDB; 1j8f: SIRT2 PDB; 4i5iA: SIRT1 PDB:1q14
C-score=0.10 C-score=-0.38

Para continuar con la caracterizacion bioinformética, se realizé una superposicién entre las
estructuras predichas para los dominios sirtuinas presentes en los candidatos y las
estructuras resueltas de sirtuinas humanas. Este analisis permitié identificar que existe un
elevado grado de superposicion entre la GdSir2.1 y la SIRT2 humana (PDB: 1j8fa), con la
cual tiene un 34% de identidad (Fig. 5-3A). Por su parte el candidato GdSir2.2 tiene un
43% de identidad con respecto al SIRT1 humana (PDB: 4i5iA) (Fig. 5-3 B). Estos andlisis
muestran el elevado grado de superposicion estructural entre las sirtuinas humanas y los
modelos aqui predichos, el cual es un fenémeno conocido para la familia® y que es
congruente con los porcentaje de identidad mostrados. Estos resultados bioinformaticos

evidencian la similitud estructural (estructura primaria y terciaria predicha) de las GdSir2.1
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y GdSir2.1 con otras sirtuinas y permite postularlas como candidatos a esta familia de

proteinas.

Figura 5-3: Superposicion de las estructuras tridimensionales predichas para los dominios

sirtuina y los modelos resueltos para las SIRT1 y SIRT2 humanas.

(A). Superposicion de la estructura 3D de la GdSir2.1 y la sirtuina SIRT2 humana (34% de
identidad, RMSD: 0.775 A entre 251 pares de atomos). (B). Superposicion de la estructura
3D de la GdSir2.2 y la sirtuina SIRT1 humana (39% de identidad, RMSD: 0.849 A entre 242
pares de atomos). Azul oscuro; SIRT2 (PDB: 1j8fa). Azul claro; estructura predicha para
GdSir2.1. Magenta; SIRT1 (4i5iA). Verde: estructura predicha para GdSir2.2. (Visualizacion
y superposicion de estructuras con el programa UCSF Chimera 1.8.1).

Il SIRT1
B Gdsir2.2

Bl SIRT2
GdSir2.1
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5.2 Aproximacioén in vitro a la caracterizacion de los
candidatos a sirtuina GdSir2.1y GdSir2.2 de G.
duodenalis

Teniendo la aproximacién bioinforméatica como base y con el objetivo de determinar la
capacidad deacetilasa de los candidatos a nivel in vitro, se disefiaron cebadores o “primers”
que permitieran su clonacion y expresion en el vector pET100/D-TOPO (Tabla 5-1), el cual
permite clonar de manera direccionada el inserto de interés en el vector, por accion de un
sistema de topoisbmeras que reconocen una secuencia CACC en el extremo 5’- del primer
directo. Este vector se caracteriza, ademas, por tener como medio de seleccién una regién
codificante de resistencia a ampicilina y por adicionar una etiqueta de seis histidinas en el
extremo amino terminal de la proteina recombinante (etiqueta Hisx6), esta etiqueta es
importante para procesos de monitoreo de la expresion mediante western blot con
anticuerpos comerciales anti-Hisx6 y para la purificacion por cromatografia de afinidad a

metales inmovilizados, para detallar en el esquema del vector ver el Anexo 6 A.

Tabla 5-1: Primers disefiados para la clonacién de los candidatos GdSir2.1 y GdSir2.2 en
el vector pET100/D-TOPO.

Primer Secuencia Longitud | Tm (°C) | %GC

Disefio de primers / Gen GdSir2.1

Directo 5-CACCATGCCTGCTAATTAT-3 19 pb 54 42.1

Reverso 5-TCATTTACCTGAAGGCTC-3 18 pb 51 44.4

Disefio de primers / Gen GdSir2.2

Directo | 5-CACCATGAAATCGGCTCTCGAAG-3 23 pb 75 52.2

Reverso | 5-TTACTGGCGCGATCGGGGCGT-3’ 21 pb 67 66.7
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5.2.1 Obtenciéon de los vectores recombinantes pET100-
GdSir2.1y pET100-GdSir2.2

El producto amplificado por PCR desde DNA gendmico (gDNA) de trofozoitos de G.
duodenalis de los candidatos, se ligo en el vector pET100/D-TOPO y con el producto de la
ligacion se trasformaron células de almacenamiento One Shot ToplO, las colonias
obtenidas de este proceso se evaluaron por PCR; para el candidato GdSir2.1 se evaluaron
cinco colonias, tres de la cuales mostraron un amplificado del tamafo esperado (2043 pb)
(Tabla 1-1 y Fig. 5-4 A), mientras que para el candidato GdSir2.2 se obtuvo un amplificado
de aproximadamente 1680 pb, en tres de ocho colonias evaluadas que corresponde al
tamafio esperado (Tabla 1-1y Fig. 5-4 D).

A las colonias positivas mencionadas anteriormente, se les realizo lisis alcalina y los
plasmidos obtenidos se evaluaron por PCR, para ambos candidatos se obtuvieron
amplificados que corresponden con el tamafio esperado (2043 y 1680 pb) (Fig. 5-4 By E).
La identidad de los plasmidos obtenidos, fue corroborada empleando digestién con la
enzima de restriccion EcoRV. Dos de los plasmidos pET100-GdSir2.1, presentaron el
patron de bandas esperado para el vector recombinante (4230, 2485y 721 pb) (Fig. 5-4 C)
y dos plasmidos del vector pET100-GdSir2.2, presentaron también el patrén de bandas
esperado (4230, 2485y 355 pb) (Fig. 5-4 F). El patrén de bandas obtenido para los vectores
recombinantes, se diferencia del presentado por el vector pET100/D-TOPO vacié en el que
se observan dos bandas de 4230y 1534 pb (Fig. 5-4 G). Como resultado final de esta fase
experimental, se cuenta con los vectores recombinantes pET100-GdSir2.1 y pET100-
GdSir2.2 (Anexo 6 A y B), los cuales que permitiran la produccion de las proteinas
recombinantes Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2 con una etiqueta de histidinas en el
extremo N terminal y pesos esperados de 78.7 kDa (GdSir2.1; 74.6 kDa y Hisx6, 4.1 kDa)
y 66,9 kDa (GdSir2.2; 62.8 kDa y Hisx6:4.1).
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Figura 5-4: Obtencion de los vectores recombinantes pET100-GdSir2.1 y pET100-
GdSir2.2.

(A, B y C) Clonacion del candidato GdSir2.1. (A). PCR de colonia. (1-5, Colonias
evaluadas). (B). PCR de plasmidos. (1-5, plasmidos evaluados). (C). Digestion de
pladsmidos con EcoRv. (1-3, Plasmidos positivos para PCR). 4; Plasmido pET100/D-TOPO
vacié. (D, E y F). Clonacion del candidato GdSir2.2. (D). PCR de colonia. (1-8, Colonias
evaluadas). (E). PCR de plasmido. (1, 3, 5); Pladsmidos plantilla. (2, 4, 6); PCR de plasmidos.
(F). Digestion plasmidos con EcoRv. (1 y 3); Plasmidos positivos para PCR sin digerir. (2'y
4); Plasmidos positivos para PCR digeridos. (5 y 6); Plasmido pET100/D-TOPO vacio6 sin
digerir y digerido respectivamente. (G). Prediccibn de los patrones electroforéticos
esperados para los cortes realizados por la enzima EcoRV a los vectores recombinantes
PET100-GdSir2.1, pET100-GdSir2.2 y pET100/D-TOPO vacio, empleando el servidor en
linea NEBcutter2. (C-); Control negativo H20 DEPC como plantilla. (C+); Control positivo
gDNA como plantilla. (M); Marcador 1Kb GeneRuler. (¢) La flecha negra sefiala el

amplificado esperado. Agarosa-TBE 1% p/v.

A B c G
-
MC+C-1 2345 M C+C-1 2 34 5 M 1 2 3 4 n o 8
= g 3 %
4230 pb E—--- —
2856 ph S == - — -
- = id 1534 pb | e = _ T
— - IE, .
- - : 1000 pb | s R *
= - el - —-' - o
50-00- ‘ - 1500 1000 -4 _
1500- Jo004 —
1000- 750- 4 —
750- 5004 —
500+ 250+
250- e
D E F
MC+12 34 56 78C- MC+1 2 3 45 6C- M 12 3 4 5 6
g - -
LNy
‘ 4230 pb [== ﬂ = —
5 pb (=
é n " ' 2485 p -
3561 g - 2 1534 pb|___ -_
- - “ = — - 1000 ph|eee
1000- | w 3 . 355 pb
750-| " 2000-| S ™) o 8 e

1000-[ =

750-




Resultados y discusion 43

5.2.2 Expresién de las proteinas recombinantes Hisx6-
GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2

Como se mencioné anteriormente, en términos generales, el vector pET100/D-TOPO se
caracteriza por la adiciéon de una etiqueta de seis histidinas en el extremo amino terminal
de la proteina recombinante, esta etigueta es importante para la purificacion por
cromatografia de afinidad a niquel de la proteina y para el monitoreo de la expresion y
purificacién de la misma. Con los vectores recombinantes pET100-GdSir2.1 y pET100-
GdSir2.2 obtenidos, verificados y purificados, se trasformaron células de expresiéon E. coli
BI21 DE3 y se monitored por SDS-PAGE y western blot la expresion de las proteinas

recombinantes.

La figura 5-5 A muestra el resultado de la expresién de la proteina recombinante Hisx6-
Gdsir2.1 en E. coli BI21 DES, en ella se observa la expresién diferencial de una banda con
un peso de 70 kDa (aproximado al tamafio esperado), presente en células inducidas
respecto a los controles: bacterias no inducidas y sin transformar, tanto en extractos totales,
como fraccidon soluble e insoluble respectivamente. La evaluacién por western blot
empleando anticuerpos dirigidos contra la etiqueta de histidinas, confirmé que la banda
corresponde a la Hisx6-Gdsir2.1 siendo expresada tras la induccién (Fig. 5-5 B). La
presencia de la GdSir2.1 en la fracciéon soluble, sera el punto de partida para la purificacion

y caracterizacion in vitro de la proteina.

El monitoreo de la expresién de la proteina recombinate Hisx6-GdSir2.2 en E. coli BI21
DES3, permitié determinar la presencia de una banda con un peso aproximado de 64 kDa la
cual corresponde al tamafio esperado, en células inducidas respecto de células sin inducir
a nivel de proteinas totales (Fig. 5-5 C y E). Al evaluar la solubilidad de la proteina GdSir2.2
a diferentes tiempos de induccion en la fraccion soluble e insoluble por SDS-PAGE y
western blot, se encontré que la proteina expresa mayoritariamente de forma insoluble (Fig.
5-5 D y F). La expresion de la proteina de forma insoluble o en cuerpos de inclusion, que
son agregados proteicos cuyo contenido principal es la proteina de interés mal plegada®,
es un fenémeno habitual en la produccion de proteinas heterélogas. Esto ocurre debido a

que la proteina recombinante expresada en E. coli, puede estar siendo sometida a un
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microambiente que en términos de pH, osmolaridad, potencial redox, cofactores y
mecanismos de plegamiento’, pueden no ser los 6ptimos para su expresion de forma
soluble, este comportamiento es una caracteristica intrinseca de la proteina en cuestion, lo
cual se ve reflejado en la solubilidad de la GdSir2.1 y en la insolubilidad de la GdSir2.2 al
ser expresadas en E. coli. En la siguiente seccibn se abordan las estrategias
experimentales y resultados obtenidos en el proceso de solubilizacion de la proteina
GdSir2.2 producida en E. coli, en aras a la obtencién de proteina soluble para ensayos de
purificacion y determinacion de actividad.

Figura 5-5: Expresion de las proteinas recombinantes Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2 en
E. coli BI21 DE3.

(A'y B). Hisx6-GdSir2.1. 1; Pt sin transformar. 2; Pt Oh de induccién. 3; Pt 4h postinduccion.
4; Fi Oh de induccion. 5; Fi 4h postinduccién. 6; Fs Oh postinduccion. 7; Fs 4h postinduccién.
(A) SDS-PAGE 12%, Azul Coomassie. (B). Wb con anticuerpo anti-histidinas. Nitrocelulosa-
peroxidasa. (Cy E). Hisx6-GdSir2.2. 1; Pt sin inducir. 2; Pt 8h postinduccion (C) SDS-PAGE
10%, Azul Coomassie. (E).Wb anti-histidinas. Nitrocelulosa- peroxidasa. (D y F). Hisx6-
GdSir2.2. 1; Pt sin transformar. (2-6); Fs 0, 2, 4, 6 y 16h postinduccion respectivamente. (7-
11); Fi 0, 2, 4, 6 y 16h postinduccion respectivamente. (F) SDS-PAGE 10%. Azul
Coomassie. (F). Wb anti-histidinas. Nitrocelulosa-peroxidasa. (wb); Western blot. (M);
Marcador kDa. (€); La flecha negra sefala la banda de la proteina recombinante o su
reconocimiento en el western blot. (Pt); Proteinas totales. (Fs); Fraccion soluble. (Fi):

fraccion insoluble. (h): horas.
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5.2.3 Estandarizaciéon de la condiciones de expresion de la
proteina recombinante GdSir2.2 en E. Coli

Para la lograr la obtencion de la proteina Hisx6-GdSir2.2 soluble necesaria para ensayos
de purificacién y actividad in vitro, se evalu6 el efecto de diferentes estrategias
metodoldgicas reportadas bibliograficamente, las cuales han mostrado generar aumento en
solubilidad de proteinas recombinantes, estas estrategias incluyen por ejemplo: la variacion
de las condiciones de induccién, de las cepas de expresion y la adicion de etiquetas fusion
a la recombinante’>"2, A continuacién se mostraran en detalle los resultados obtenidos al
evaluar estas condiciones y su efecto en la solubilidad de la proteina GdSir2.2 expresada

en E. coli.

Teniendo el clon de expresion BI21 DE3-GdSir2.2 como base, se buscd evaluar inicialmente
el efecto de condiciones de induccidn tales como: la concentracion de inductor, y el tiempo

y la temperatura de induccion en la solubilidad de la proteina de interés, estas variaciones
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en las condiciones de induccion tienen como objetivo evaluar como la tasa de produccion
de la recombinante afecta su solubilidad. Disminuciones en las temperaturas y
concentraciones de agente inductor (IPTG en este caso), son empleadas para reducir la
velocidad de sintesis proteica y la activacion transcripcional sobre el vector, esta
disminucion en la velocidad de generacion de la proteina recombinante, conlleva a un
aumento en el tiempo de plegamiento por proteina’, favoreciendo el correcto plegamiento
de la misma y disminuyendo las interacciones hidrofébicas que propician y estabilizan el
cuerpo de inclusién®. La figura 5-6 muestra los resultados obtenidos para la expresién de
la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.2 a diferentes tiempos de induccién, concentracion
de agente inductor (0.5 y 1 mM de IPTG) y temperatura (22 y 37 °C), en esta figura se
observa que las condiciones abordadas experimentalmente no generaron el aumento en la
solubilidad de la proteina recombinante, la cual se observa presente de manera mayoritaria

en la fraccion insoluble de la lisis celular.

Figura 5-6: Evaluacién de la solubilidad de la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.2 bajo

diferentes condiciones de induccién en la cepa BI21 DES.

Columna izquierda: SDS-PAGE 10%-Azul coomassie. Columna derecha: wb anti-Hisx6-
nitrocelulosa-Peroxidasa de rabano. (A y B). 1 mM IPTG a 25°C. (Cy D). 1 mM IPTG a
37°C.(Ey F). 0,5 mM IPTG a 37°C. (G y H). 0,5 mM IPTG a 25°C. M; Marcador de peso
molecular en kDa. Pt BL21 DE3; Pt BL21 DE3 sin transformar. Fs 0, 2, 4, 6 y 16 h
postinduccion respectivamente. Fi 0, 2, 4, 6 y 16h postinduccién respectivamente. («); La
flecha negra sefiala la banda de la proteina recombinante o su reconocimiento en el wb.
(wb); Western blot (Pt); Proteinas totales. (Fs); Fraccion soluble. (Fi); Fraccién insoluble.
(h); horas.
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Debido a que la variacion de las condiciones de induccion no favorecio la obtencion de
proteina recombinante soluble, se buscé entonces, evaluar el efecto de la coexpresion de

proteinas chaperonas y del cambio de la cepa de expresion en la solubilidad de la proteina.

Para evaluar el efecto solubilizador de la coexpresion de la GdSir2.2 con proteinas
chaperonas, se realiz6 su expresion en la cepa de BI21 DE3 co-transformada con el vector
comercial PG-KJES8, el cual codifica para 5 chaperonas moleculares (dnaK, dnaJ, grpE,
groES y groEL), las cuales son expresadas de manera natural en E. coli. Las proteinas
dnaK, dnaJ y grpE hacen parte de la familia Hsp70 y se encuentran involucradas en
reparacion de dafio en proteinas inducido por temperatura”, mientras que groES y groEL
forman un complejo con funcién chaperonina que media también el correcto plegamiento
de las proteinas sintetizadas’. La coexpresion constitutiva de estas proteinas junto a la
proteina de interés tiene como objetivo contribuir al plegamiento de la misma, evitando
interacciones hidrofébicas aumentando su solubilidad. No obstante, al evaluar la
coexpresion de la Hisx6-GdSir2.2 junto con estas proteinas, no se detectdé un aumento
significativo de la misma en la fraccién soluble de la lisis celular en ninguno de los tiempos

evaluados, la cual permanecié mayoritariamente insoluble (Fig. 5-7 Ay B).

Siguiendo con la evaluacién del efecto de la cepa de expresion y el tiempo de induccién en
la solubilidad, se trasformaron células de expresiéon BI21 Codén Plus DE3 y Shuffle con el
plasmido recombinante pET100-GdSir2.2. Las células Bl21 Coddén Plus DE3, se diferencian
de las células BI21 DES3, por presentar un set de tRNAs adicionales que permiten la
produccién de proteinas con codones raros, las cuales han mostrado mejores resultados
en la obtencién de proteinas solubles respecto otras cepas BI217°, aunque la Hisx6-
GdSir2.2 fue encontrada del tamafio esperado y la regién codificante no presenta codones
raros, se evalué esta cepa como opcién para mejorar su solubilidad. Por su parte las células
E. coli K12 Shuffle, son empleadas en la produccidon de proteinas con presencia de
cisteinas en su estructura primaria, ya que promueven la formacion de puentes disulfuro en
el citoplasma por expresion constitutiva de la proteina disulfuro isomerasa (DsbC), la cual
presenta capacidad chaperona y favorece el replegamiento de proteinas oxidadas y mal
plegadas’®’’, esto permite su obtencién soluble, considerando que la GdSir2.2 presenta 16
residuos de cisteina en su estructura primaria, 14 de los cuales se encuentran en el dominio
catalitico del candidato (Anexo 7), la evaluacién de esta cepa podria ser promisoria, debido

gue la formacion de puentes disulfuro incorrectos podria ser la causa de la insolubilidad
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observada. A pesar de la variacion de la cepa de expresidn, la produccion de manera
soluble de la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.2 en estas células, no mostro verse
afectada positivamente (Fig. 5-7Cy Dy Fig. 5-7Ey F).

Figura 5-7: Evaluacion de la solubilidad de la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.1 en

diferentes cepas de expresion.

(A y B). Coexpresion con chaperonas 1mM IPTG a 37°C. SDS-PAGE 10%-Coomassie y
wb anti-Hisx6 nitrocelulosa-Peroxidasa de rabano respectivamente. 1; Proteinas totales
BL21 DES3 sin transformar. 2; células sin inducir. 3; Induccién de Hisx6-GdSir2.2. 4;
induccién de chaperonas (arabinosa y tetraciclina). 5; Induccion Hisx6-GdSir2.1 y
chaperonas 16H. Induccion Hisx6-GdSir2.1 y chaperonas: Fs 0, 2, 4 y 16h postinduccion
respectivamente y Fi 0, 2, 4 y 16h postinduccién respectivamente. (C y D). Células BI21
Codon Plus DE3 1mM IPTG a 37°C. SDS-PAGE 10% y anti-Hisx6 nitrocelulosa-Peroxidasa
de rabano respectivamente. Codén plus; Pt Codén Plus sin transformar. Fs 0, 2, 4 y 16h
postinduccion respectivamente. Fi 0, 2, 4 y 16h postinduccién respectivamente. (E y F).
Células SHuffle 0.3 mM IPTG a 22°C. Membrana rojo Ponceau y wb anti-Hisx6
nitrocelulosa-peroxidasa de rabano respectivamente. Bl; Pt SHuffle sin transformar. Fs O,
2, 4, 6 y 16h postinduccién respectivamente. Fi 0, 2, 4, 6 y 16h postinduccién
respectivamente. (wb); Western blot (Pt); Proteinas totales. (Fs); Fraccion soluble. (Fi);
Fraccion insoluble. (h); horas. (€); La flecha negra sefala la banda de la proteina

recombinante o su reconocimiento en el western blot.
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Debido a que no fue posible incrementar la solubilidad de la Hisx6-GdSir2.2 expresada
desde el vector pET100/D-TOPO, aunque experimentalmente se modificaron condiciones
de la induccion, se coexpreso el candidato con proteinas chaperonas y se vario la cepa de
expresion’, se optd por evaluar el efecto de etiquetas que al ser fusionadas a las proteinas
han mostrado aumento en su solubilidad, para ello mediante servidores en linea (SolPro’®,
ProSoll” y ESPRESS0?®), se predijo la solubilidad de la GdSir2.2 al ser fusionada a
etiquetas otorgadas mediante su clonacion en otros vectores disponibles en nuestro grupo
de investigacion, dentro de las etiquetas evaluadas se encuentran; la glutation transferasa
(GST), Sumo, tioredoxina (Trx) y la proteina de unién a maltosa (MBP)70:81.72,

El analisis bioinformatico permiti6 estimar el efecto de estas proteinas fusion en la
solubilidad de la GdSir2.2, encontrandose que la etiqueta MBP otorgado por el vector pMAL
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C5X a la GdSir2.2, predice el mayor efecto solubilizador de las etiquetas evaluadas de
manera uniforme en los tres servidores empleados (Tabla 5-2). La MBP con un peso de
42.5 kD es usada ademas de su efecto en la solubilidad, para purificar la proteina
recombinante obtenida por cromatografia de afinidad a amilosa, asi como para monitorear
la expresion y el proceso de purificacion de la misma por western blot empleando
anticuerpos anti-MBP. El proceso de clonacion, expresion y obtencion de la proteina MBP-
GdSir2.2 se detalla a continuacion.

Tabla 5-2: Prediccién de efecto solubilizador de etiquetas fusion en la solubilidad de la
GdSir2.2.

Porcentaje de solubilidad predicho para cada uno de los constructos de la proteina
GdSir2.2 fusionadas a las etiquetas MBP, GST, 6xHis, SUMO, TrX de manera
independiente. Porcentajes mayores a 50%, predicen proteina soluble.

Vector SolPro | ProSo Il | ESPRESSO | Etiqueta
pMAL C5X-GdSir2.2 | 61,6% | 64% 64,3% MBP
pGEX 4T2- GdSir2.2 | 38% 70,8 - GST
pPET 100- GdSir2.2 20,7% | 55,6% 54,3% 6xHis
PET SUMO- GdSir2.2 | 26,2% | 58,1% 52% SUMO
pBAD202- GdSir2.2 | 35,5% | 51,2% 51% TrX

5.2.4 Obtencion del vector recombinante pMAL C5X-GdSir2.2
y expresion de la proteina recombinante BMP-Gdsir2.2
soluble

Para corroborar experimentalmente el efecto positivo predicho en la solubilidad de la
GdSir2.2 al ser fusionada a la proteina MBP como un constructo de 106.3 kDa, se llevé a
cabo su clonacién en el vector pMAL C5X, el cual tiene como antibidtico de seleccion a la

ampicilina y al IPTG como agente inductor de la expresion. Este proceso de clonacion se
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dividié en dos etapas, la primera estuvo dirigida a obtener el vector recombinante pGEM-T
Easy-GdSir2.2 para subclonacion empleando enzimas de restriccion y la segunda busco la
obtencion del vector recombinante pMAL C5X-GdSir2.2 a partir del anterior.

Para la clonacién de la GdSir2.2 en el vector pGEM-T Easy, se disefiaron primers que
otorgaran sitios de restriccion para las enzimas Sall y Notl (numeral 4.2.2). El amplificado
del candidato obtenido por PCR usando Taq polimerasa desde gDNA de trofozoitos de
Giardia, se lig6 en el vector pGEM-T Easy y se trasformé en células de E. coli Topl0, las
cuales fueron evaluadas por PCR y dos de ellas presentaron un amplificado del tamafio
esperado (1990pb) (Fig. 5-8 A). Estas colonias positivas, se sometieron a lisis alcalina y el
PCR de los plasmidos obtenidos nuevamente mostro una banda de entre 1500 y 2000 pb,
que corresponde con el tamaifio esperado (Fig. 5-8 B).

Los plasmidos pGEM-T Easy-GdSir2.2 y el vector pMAL C5X vaci6, fueron sometidos a
doble digestién con las enzimas Sall y Notl, este proceso permitié la liberacion de los
fragmento de tamafio esperado: 1687 pb para el fragmento GdSir2.2 y 5677 pb para el
vector pMAL C5X linearizado (Fig. 5-8 C y D respectivamente). Una vez verificada la
digestion, se realizé una corrida electroforética, se cortaron en el gel de agarosa las bandas
de los tamafios esperados y se purificé el inserto GdSir2.2 liberado y del vector pMAL C5X
linenarizado empleando el kit comercial DNA Gel Extraction® (Fig. 5-8 E y F
respectivamente), estos purificados se emplearon en una reaccién de ligacién, con la cual
se trasformaron células de E. coli Top10, 11 de las colonias obtenidas fueron evaluadas por
PCR y todas mostraron el amplificado con el tamafio esperado (1990pb) (Fig. 5-8 G). Dos
de estos plasmidos recombinantes purificados por lisis alcalina, al ser evaluados por PCR

mostraron nuevamente el amplificado esperado (Fig. 5-8 H).
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Figura 5-8: Obtencion del vector recombinantes pMAL C5X-GdSir2.2.

(A, B y C). Clonacién de GdSir2.2 en pGEM T-Easy. (A) PCR de colonia. (1-9); Colonias
evaluadas. (B). PCR plasmidos pGEM T-EASY-GdSir2.2. (1 y 2); Plasmidos obtenidos. (C).
Digestion con Notl y Sall de pldsmidos pGEM T-EASY-GdSir2.2. (1 y 3); Plasmidos sin
digerir. (2 y 4); Plasmidos digeridos Notl y Sall. (D). Digestién con Notl y Sall plasmido
PMAL C5X vacio. 1; Plasmido sin digerir. 2; Plasmido digerido. (E). Purificado. 1; Purificado
plasmido pMAL C5X digerido Notl y Sall. (F). Purificado.1; inserto GdSir2.2 de la digestion
de Notl y Sall del vector pGEM T-Easy-Gdsir2.2. (G y H). Clonacién de GdSir2.2 en pGEM
T-Easy. (G). PCR colonia. (1-10); Colonias evaluadas. (H). PCR plasmido. (1 y 3);
Plasmidos plantilla. (2 y 4); Plasmidos evaluados por PCR. (C-); Control negativo H20 DEPC
como plantilla. (C+); Control positivo gDNA como plantilla. (M); Marcador 1Kb GeneRuler. (
€); La flecha negra sefiala el amplificado esperado. (-); El guion sefala los fragmentos
liberados de la digestion con Notl y Sall, para la ligacion y obtencion del vector pMAL C5X-
GdSir2.2. (*) Los asteriscos sefialan las colonias pGEM T-EASY-GdSir2.2 sometidas a lisis
alcalina. Agarosa-TBE 1% P/V.
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Con el plasmido recombinante pMAL C5X-GdSir2.2 purificado por lisis alcalina, se
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transformaron células de expresion BI21 DE3. En la evaluacion de la expresion se observo
una banda con un peso aproximado a 100 kDa en células inducidas que corresponde con
el tamafio esperado para MBP-GdSir2.2, la cual a su vez es reconocida por anticuerpos
dirigidos contra la etiqueta MBP (Fig. 5-9 A y C), como control positivo del reconocimiento
sobre MBP, se empleé la proteina PINMNAT de P. falciparum fusionada a esta etiqueta
(MBP-PfNMNAT). Adicionalmente, para corroborar la identidad de esta banda, se realizo
un western blot con anticuerpos murinos anti-Hisx6-GdSir2.2 donde la proteina fue
reconocida (anticuerpos producidos en este trabajo como se mencionara posteriormente).
Confirmando que la proteina recombinante expresada corresponde a la GdSir2.2 unida a la
etiqueta MBP.

La evaluacion de la expresion de esta proteina en la fraccion soluble por western blot
empleando anticuerpos anti-Hisx6GdSir2.2, mostr6 que la proteina es expresada de forma
soluble a las 3, 6 y 16 horas postinduccion (Fig. 5-9 B y D). Estos resultados permiten
corroborar la prediccion bioinformaética del efecto solubilizador de la etiqueta MBP a la
proteina recombinante. Dentro de las explicaciones a este fenémeno se describe que MBP,
por medio de una actividad chaperona intrinseca, media el correcto plegamiento del
polipéptido en crecimiento durante la traduccién en los ribosomas, lo cual se ve reflejado
en el aumento en la solubilidad de la proteina de interés’. También se ha propuesto que
MBP actla en el reclutamiento de proteinas chaperonas adicionales que facilitan el correcto

plegamiento.

La estrategia experimental anteriormente desarrolla permitié la obtencion de los vectores
pPET100-GdSir2.1 y pMAL C5X- Gdsir2.2, desde los cuales es posible la expresion soluble
de las proteinas recombinantes Hisx6-GdSir2.1 (78.7 kDa) y MBP-GdSir2.2 (106.3 kDa), lo

cual es requisito para estudios funcionales in vitro de estas proteinas.

Figura 5-9: Expresion de la proteina recombinante MBP-GdSir2.2 en células Bl21 DES.

(A). Evaluacion de la expresion de la proteina recombinante MBP-GdSir2.2. 1; Pt sin inducir.
2; Pt 16h postinduccion. SDS-PAGE 12%, Azul Coomassie. (B). Evaluacion de la expresion
en la lisis celular. 1; Pt sin inducir. (2-5); Fs 0, 3, 6 y 16h postinduccién respectivamente. (6-
9); Fi 0, 3, 6 y 16h postinduccién respectivamente. SDS-PAGE 12%, Azul Coomassie. (C).
Wb anti-MBP. 1; Pt BL21 DE3 sin transformar. 2; Pt 16h postinduccién. 3; 100ng Hisx6-
GdSir2.2 purificada por SDS-PAGE preparativo. 4; 200ng proteina recombinante MBP-
PfNMNAT. PVDF-Fosfatasa alcalina (D). Wb anti-Hisx6-Gdsir2.2. 1; Pt BL21 DES3 sin
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transformar. 2; Pt 16h postinduccién. 3; 100ng Hisx6-GdSir2.2 purificada por SDS-PAGE
preparativo. 4; 200ng de MBP-PfNMNAT. (5-7); Fs 3, 6 y 16h postinduccion. 8; Fi 3h
postinduccion. Marcador de peso molecular pretefiido. PVDF-Fosfatasa alcalina. (wb);
Western blot (Pt); Proteinas totales. (Fs); Fraccion soluble. (Fi); Fraccion insoluble. (h);

horas. (M); marcador de peso molecular. (€); La flecha negra sefiala la banda de la proteina
recombinante o su reconocimiento en el western blot.
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5.2.5 Purificacion por cromatografia de afinidad de las
proteinas recombinantes Hisx6-GdSir2.1 y MBP-GdSir2.2 y
ensayo de actividad in vitro

Una vez obtenida y verificada la expresion soluble de las proteinas Hisx6-GdSir2.1 y MBP-
GdSir2.2, estas se sometieron a ensayos de purificacion con el objetivo de obtener las
proteinas para los ensayos de actividad. Para esto se realizaron inducciones en medio LB
de células BI21 DE3 trasformadas con los vectores recombinantes respectivos por 4 horas,
la células se colectaron por centrifugacion, se lisaron por sonicacién en ausencia de
inhibidores de proteasas y la fraccion soluble se empled en el proceso de purificacion. La
figura 5-10 A muestra la purificacion por cromatografia de afinidad a niquel de la proteina
recombinante Hisx6-GdSir2.1 (64 kDa), en ella se muestra como la proteina es obtenida

parcialmente purificada tras su elucion con 300 mM de imidazol.

La figura 5-10 B muestra la purificacién por cromatografia afinidad a amilosa de la proteina
recombinante MBP-GdSir2.2 (106 kDa), la cual es obtenida parcialmente purificada tras la
elucion con 20 mM de maltosa. Las bandas observadas de tamafio inferior a la MBP-
GdSir2.2 corresponden a productos de degradacion del constructo MBP-GdSir2.2, los
cuales son debidos a la inestabilidad intrinseca de la GdSir2.2 evidenciada en
inmunoreconocimientos anteriores (Fig. 5-9 C y D). La aparicion de bandas de degradacion
en el proceso de purificacion por cromatografia de afinidad a amilosa, ha sido encontrada
en otros estudios como un producto espontdneo de degradacién del constructo con
MBP78278 y ha sido observado en la produccién de la proteina recombinante MBP-

PfNMNAT en nuestro laboratorio®°.
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Figura 5-10: Purificacion por cromatografia de afinidad de las proteinas Hisx6-GdSir2.1 'y
MBP-Gdsir2.2.

(A). Cromatografia de afinidad a niquel-purificacion de la proteina Hisx6-GdSir2.1. 1;
Fraccion soluble lisis celular. 2; Proteinas no unidas 3; Lavado 35 mM imidazol. 4; Lavado
75 mM imidazol. 5; Lavado 150 mM imidazol. (6-13); Eluidos 300 mM imidazol. (B).
Cromatografia de afinidad a amilosa-purificacion de la proteina MBP-GdSir2.2. 1; Fraccion
soluble lisis celular. 2; Proteinas no unidas 3; Lavado 1 buffer de lisis. 4; Lavado 2 buffer
de lisis. (5-9). Eluidos 20 mM de maltosa. (€); La flecha negra sefala la banda de la
proteina recombinante. SDS-PAGE 10%. Azul Coomassie. (M); Marcador kDa.
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El ensayo empleado para determinar la actividad deacetilasa, consiste en un péptido
acetilado acoplado a un fluoroforo y a un quencher, el cual al ser deacetilado por la actividad
sirtuina, es sustrato de la accion de una peptidasa, liberandose el fluoroforo del quencher.
La excitacién a 488 nm y medicion de la fluorescencia emitida a 521 nm, es una medida de
la actividad deacetilasa de la proteina evaluada. La ausencia de inhibidor proteasas durante
la lisis celular es recomendada por la casa comercial para evitar inhibicion de la péptidasa

empleada en el ensayo de actividad.

La figura 5-11 muestra como la fraccién soluble BI21 DE3 con sobre-expresion de la
proteina recombinante Hisx6-GdSir2,1, presenta mayor emision de fluorescencia que la
fraccion soluble de células BI21 DES3 sin transformar, para corroborar que la responsable
de la deacetilacion del péptido sustrato acetilado fuese la proteina Hisx6GdSir2.1, esta
recombinante se sometié a un ensayo de deacetilacion en presencia o ausencia de NAD*,
los resultados muestran que la proteina recombinante es capaz de llevar a cabo la

deacetilacion del péptido sustrato en presencia de NAD*, pero en ausencia de esta molécula
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su capacidad deacetilasa se reduce de manera drastica, lo cual es caracteristico de las
deacetilasas dependientes de NAD* (Sirtuinas). Tomados en conjunto estos resultados es
posible entonces concluir, que el candidato GdSir2.1 de G. duodenalis es una sirtuina, la
cual pertenece a la familia de las deacetilasas histonas clase IlI.

Figura 5-11: Evaluacién de la capacidad deacetilasa del candidato GdSir2.1.

1; Fraccion soluble de la lisis celular pET100/D-TOPO-GdSir2.1. (31.4ng) 2; Fraccion
soluble de células BL21 DE3 sin transformar (22.1ng). (3-5); Diferentes cantidades de
proteina recombinante obtenida por purificacién de afinidad a niquel 1.7, 0.85, 0.425ng
respectivamente. 6; 1.7ng de proteina recombinante Hisx6-GdSir2.1 sin NAD* en la
reacciéon. 7; 5ul de buffer de elucibn 300mM de imidazol. 8; Control positivo de

deacetilacion, proteina recombinante SIRT2 humana otorgada por el kit.
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Los ensayos de actividad empleando la proteina MBP-GdSir2.2 purificada, no arrojaron
resultados concluyentes de su capacidad deacetilasa, pese a que la fusién de la proteina
MBP a la GdSir2.2 permitié su solubilizacién y su purificacion por cromatografia de afinidad
(Fig. 5-12). La inactividad catalitica del constructo MBP-GdSir2.2 podria atribuirse a que la
etiqueta de la MBP (42.5 kDa) e intrinsecamente el tamafio del constructo MBP-GdSir2.2
(106.3 kDa), generé modificaciones en la estructura activa de la proteina de interés,

alterando su actividad enzimatica.
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Figura 5-12: Evaluacién de la capacidad deacetilasa del candidato GdSir2.2.

1; Control positivo de deacetilacion, proteina recombinante SIRT2 humana otorgada por el
kit. 2; Fraccion soluble de células BL21 DES3 sin transformar 3; Fraccion soluble de la lisis
celular pMAL C5X-GdSir2.2. 4; Fraccion soluble de la lisis celular pMAL C5X-GdSir2.2 sin
NAD* en la reaccién. 5; 200 ng de proteina MBP-GdSir2.2.
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Debido al aparente efecto negativo de la etiqueta MBP sobre la actividad catalitica de las
GdSir2.2 y a los problemas de solubilidad inicialmente mencionados, se decidié abordar
una estrategia de renaturalizacion de la proteina Hisx6-Gdsir2.2 a partir de cuerpos de
inclusién presentes en la fraccion insoluble de células Shuffle. Como se mencioné
anteriormente, la aparicién de cuerpos de inclusion durante la expresién de proteinas
heterélogas en E. coli es un fendmeno muy corriente®’. Este hecho ha generado el
desarrollo de estrategias experimentales que aprovechan la expresion mayoritaria de la
proteina de interés en estos agregados proteicos insolubles, para obtener proteina soluble
y cataliticamente activa®. En términos generales estos ensayos consisten en la
desnaturalizacion y solubilizacién de las proteinas del cuerpo de inclusién por accién de
agentes desnaturalizantes como la urea o el cloruro de guanidinio, seguido de la purificacion
de las mismas empelando por ejemplo cromatografia de afinidad y un paso final en el que

se retira en agente desnaturalizante y se propicia el replegamiento de la proteina. Estos
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ensayos de renaturalizacion a partir de cuerpos de inclusion, han mostrado ser efectivos

para la obtencion de sirtuinas® y otras proteinas cataliticamente activas®’.

Con el objetivo de obtener proteina Hisx6-GdSir2.2 soluble, se empled la fraccion insoluble
de los clones Shuffle-GdSir2.2 en ensayos de renaturalizacion. Las proteinas fueron
desnaturalizadas en buffer fosfatos con 8 M de urea y los cuerpos de inclusion fueron
disgregados mecénicamente en un homogenizador de embolo, las proteinas solubilizadas
fueron sometidas a cromatografia de afinidad a niquel, donde fueron renaturalizadas
ancladas a la resina mediante el paso secuencial a través de la columna de buffers de
renaturalizacién como se describe en la seccién de metodologia. La Figura 5-13 A muestra
la renaturalizacién y purificacion en columna de la proteina Hisx6-GdSir2.2 y en ella se
observa que al final de la purificacion la proteina permanece anclada mayoritariamente a la

resina y no es obtenida en los eluidos empleando 150 y 300 mM de imidazol.

Para mejorar la elucion de la proteina recombinante Hisx6-GdSir2.2 de la resina, se
evaluaron modificaciones en términos de fuerza idnica, concentracion de imidazol, pH vy la
presencia de zinc en el buffer de elucién. La figura 5-13 C muestra que en las condiciones
evaluadas, el incremento en la concentracion de Imidazol (0,5 y 1 M) mejora la obtencién
de proteina soluble, pese a que esta continua mayoritariamente anclada a la resina, la
obtencién de eluidos con esta concentracion de imidazol permitié la obtencion de la proteina

recombinante soluble y purificada (Fig. 5-13 D)

Con el supuesto de que la renaturalizacion hubiese sido exitosa, aunque no fue posible la
elucion, se realizaron ensayos de deacetilacion evaluando el efecto de diferentes buffers
en la actividad catalitica de la Hisx6-GdSir2.2 anclada a la resina y con la proteina obtenida
luego de la estandarizacion de las condiciones de elucién. Al realizar estos ensayos no fue
posible determinar la actividad catalitica de este candidato (Fig. 5-13 B), estos resultados

pueden ser debidos a una renaturalizacion incompleta de la proteina.
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Figura 5-13: Renaturalizacion de la proteina Hisx6-GdSir2.2 a partir de cuerpos de

inclusién y evaluacion de actividad.

(A). SDS-PAGE- Coomassie. Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel de la
proteina Hisx6-GdSir2.2. 1; proteinas solubilizadas con 8 M de urea. 2; Proteinas no
unidas. 3; Lavado 1 con 75 mM de imidazol y 8 M de urea. 4; Lavado 8 con 75 mM de
imidazol y 8 M de urea. 5; lavado con 0,25 M de urea. 6-8; Eluidos con 150 mM de imidazol.
9-12; Eluidos con 300 mM de imidazol. 12; Resina luego de la elucién. (B). Ensayo de
actividad con la proteina unida a la resina de cromatografia de afinidad a niquel bajo
diferentes buffer de deacetilacion. 1; Buffer de deacetilacion SIRT1 Kit Cyclex 2; Buffer de
deacetilacion SIRT2 Kit Cyclex 3; Buffer Sirtuina. 4; Buffer deacetilaciéon. 5; Buffer SIRT2
6; Resina sola, control negativo. (C). SDS-PAGE- Coomassie. Evaluacion de las
condiciones para la eluciéon de Hisx6-GdSir2.2 empleando el buffer 20 mM fosfatos, 500
mM NacCl pH: 7,4 maodificado con: 2M NaCl, 500 mM o 1 M de imidazol, cambio a pH 4.5y
adicion de 5 mM zZnCl,, como se indica en la figura. R; resina. S; Sobrenadante. (D). SDS-
PAGE- Coomassie. Elucion con imidazol de la Hisx6-GdSir2.2. 1; 300 mM, 2; Resina. (3-
6); 0.5M. (7-10); 1 M. 11; Resina luego de la purificacion.
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Los resultados hasta ahora abordados permiten identificar a la proteina GdSir2.1 de G.
duodelanis como una deacetilasa dependiente de NAD", la cual hace parte de la familia
sirtuina. La presencia en la fraccion soluble de la lisis celular y la purificacién por
cromatografia de afinidad de la Hisx6-GdSir2.1, son importantes para trabajos futuros no
abortados en este escrito, los cuales irdn orientados a caracterizar in vitro la actividad

enzimatica de esta proteina deacetilasa.

Al momento de la elaboracién de este escrito no se ha determinado la capacidad
deacetilasa in vitro de la GdSir2.2 por parte de nuestro grupo de investigacion. No obstante,
recientemente Wang et al 2016, publicaron un articulo en el cual se hace mencion a la
clonacion y determinacion de la capacidad deacetilasa del candidato GdSir2.2,
renaturalizado a partir de cuerpos de inclusion®?, la renaturalizacion permite determinar la
capacidad deacetilasa pero impide conocer la cantidad de proteina GdSir2.2 realmente
activa en el ensayo y por lo tanto dificulta determinar las constantes enzimaticas reales de
la proteina, por esta razdn nosotros buscamos en este trabajo mejorar las condiciones de
solubilidad de la proteina en aras de caracterizarla mejor enziméticamente en el futuro. A
pesar de que la actividad de la GdSir2.2 de G. duodenalis ya ha sido determinada, nuestro
laboratorio ha dado un gran paso al lograr su expresién y purificacién de forma soluble al
adicionarle la etigueta MBP, aunque su capacidad deacetilasa permanezca por ser

determinada por nuestra parte.

Los resultados mostrados hasta este momento permiten concluir, como lo surgieron los
resultados de caracterizacion bioinforméatica y se ha corroborado experimentalmente, que
las GdSir2.1 y GdSir2.2 de G. duodenalis, son proteinas con capacidad deacetilasa
dependiente de NAD* pertenecientes a la familia sirtuina. Este trabajo ha aportado a la
ciencia la identificacion del segundo miembro de la familia sirtuina (GdSir2.1) hasta hora
descrito para Giardia y permitié la solubilizaciéon del primero (GdSir2.2) mediante su fusién

a la proteina de unién a maltosa (MBP).
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5.3 Aproximacioén in vivo a la caracterizacion de las
sirtuinas GdSir2.1y GdSir2.2 de G. duodenalis

Para continuar con la caracterizacién a nivel in vivo y llevar a cabo el reconocimiento
inmunoldgico y la determinacion de la localizaciéon subcelular de las proteinas GdSir2.1 y
GdSir2.2 en G. duodenalis, se desarrollaron anticuerpos policlonales aviares anti-Hisx6-
GdSir2.1 y policlonales murinos anti-Hisx6-GdSir2.2, empleando las proteinas purificadas
a partir de cuerpos de inclusion obtenidos tras su expresion en células BI21 DE3. El proceso
de generacion y obtencién de los anticuerpos, asi como los resultados obtenidos se

describen a continuacion.

5.3.1 Generacion, obtencion y caracterizaciéon de los IgYs

aviares anti-Hisx6-GdSir2.1 e IgGs murinos anti-Hisx6-

GdSir2.2
Para la generacién de anticuerpos policlonales, se purificaron de manera independiente
las proteinas Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2 a partir de la fraccién insoluble obtenida en
la lisis celular de células BI21 DES. En este proceso de purificacién los cuerpos de inclusion
presentes en la fraccién insoluble y enriquecidos con las proteinas de interés, se lavaron
con buffers que contienen: urea, DTT y Tritén X-100, a fin de eliminar contaminantes
provenientes de detritos celulares tales como: fosfolipidos de la membrana celular,
proteinas citoplasmaticas, componentes ribosomales y acidos nucleicos (RNA y DNA)®®, los
cuales pueden generar reaccion inmunolégica al ser inoculados en los animales. Posterior
a los lavados, los cuerpos de inclusién con las proteinas parcialmente purificadas, fueron
resuspendidos con 8 M de cloruro de guanidinio, luego de lo cual se sometieron estas
muestras a didlisis para obtener las proteinas de interés en el pellet. Con el propésito de
aumentar la pureza, el pellet de la dialisis fue resuspendido en PBS y se sometié a SDS-
PAGE preparativo. Las bandas en el gel de acrilamida del tamafio aproximado a las
proteinas, se identificaron empleando marcador pretefiido y fueron luego cortadas,
maceradas e incubadas en agua desionizada, para obtener finalmente las proteinas Hisx6-
GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2 solubles purificadas.

La figura 5-14 A, resume el proceso de purificacion de la proteina Hisx6-GdSir2.1 y en ella

se observa como la recombinante es purificada desde la fraccién insoluble. Debido a que
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la proteina fue obtenida a una baja concentracion (0,2 pg/uL) (Fig. 5-14 A Linea 8), fue
necesario concentrarla mediante centrifugacion empleando filtros Amicom de 10 kDa (EMD
Millipore), este proceso permiti6 obtener la proteina recombinante concentrada en el
retentado luego de la centrifugacion (0,6 pg/uL) (Fig 5-14 A linea 9). El western blot
empleando anticuerpos anti-Hisx6 permiti6 identificar que la banda concentrada vy
purificada corresponde a la Hisx6-GdSir2.1, la cual sufre procesos de degradacion tras la
purificacion, evidenciado en los reconocimientos de tamafio molecular menor a 70 kDa (Fig
5-14 B). La figura 5-14 C por su parte, muestra el proceso de purificacion de la proteina
Hisx6-GdSir2.2 partir de la fraccion insoluble de la lisis celular. El western blot empleando
anti-histidinas permiti6 identificar que la banda obtenida tras la elucibn con agua
desionizada corresponde a la Hisx6-GdSir2.2 purificada (Fig. 5-14 D). Estas proteinas
recombinantes purificadas fueron empleadas en la inoculacién de gallinas Babcock Brown
para el caso de la proteina Hisx6-GdSir2.1 o en ratones BALB-C para la proteina Hisx6-
GdSir2.2.
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Figura 5-14: Purificacion de Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2 por SDS-PAGE preparativa

a partir de cuerpos de inclusion de BL21 DE3.

(A). Monitoreo de la purificacion Hisx6-GdSir2.1, membrana de nitrocelulosa — Rojo
Ponseau. 1; Pt células sin transformar. 2; Fi células sin inducir. 3; Fi células 16h
postinduccién. 4; Cuerpo de inclusion, pellet didlisis 8M de cloruro de guanidinio. 5-9;
Andlisis lavados bandas de acrilamida. 5; Bm. 6; Retentato bm. 7; Filtrato bm. 8; Bi. 9;
Retentato bi 10; Filtrato bi. (B). Wb anti-His sobre la membrana mostrada en A. (C y D).
Monitoreo de la purificacion de Hisx6-GdSir2.2 (C). SDS-PAGE, azul de Coomassie. (D)
Wb anti-His-Nitrocelulosa. 1; Fi células 16h postinduccién. 2; Cuerpo de inclusion, pellet
dialisis 8M de cloruro de guanidinio. (3-11) lavados de la acrilamida y purificacién de la
proteina recombinante. (wb); Western blot. (M); Marcador kDa. (bm); Banda media (bi);
Banda inferior (bs); Banda superior. («); La flecha negra sefiala la banda de la proteina
recombinante o su reconocimiento en el western blot. (Pt); Proteinas totales. (Fs); Fraccion

soluble. (Fi): fraccién insoluble. (h): horas.
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A continuacion, se describen los resultados de la caracterizacién por western blot de los
sueros obtenidos de la inoculacién de estas proteinas a los animales. La evaluacion de los
sueros aviares anti-Hisx6-GdSir2.1 mostro que el suero inmune obtenido es capaz de
reconocer 100 ng del eluido 2 de la proteina purificada por cromatografia de afinidad (Fig.
5-10 A, Fig. 5-17 Allinea 2) a una dilucion de 1:5000, mientras que los sueros no relacionado
(gallina inoculada con el vehiculo) y preinmune, no reconocen esta cantidad de
recombinante (Fig. 5-15 A). Para mejorar la especificidad de los anticuerpos, se realizé un
proceso de purificacion del suero inmune obtenido por afinidad a la proteina Hisx6-GdSir2.1
desnaturalizada y anclada a una membrana de nitrocelulosa. Estos anticuerpos purificados
evaluados fueros capaces de reconocer 25ng de proteina recombinante a una dilucion de
1:3000 (Fig. 5-15 B).

Figura 5-15: Caracterizacion de los anticuerpos policlonales aviares anti-Hisx6-GdSir2.1

(A). Evaluacion de los sueros obtenidos de gallinas inoculadas contra 100 ng de la proteina
Hisx6-GdSir2.1 y 100ng de BSA. SI; Suero inmune anti-Hisx6-GdSir2.1 dilucién 1/5000.
SPI: Suero preinmune dilucién 1:5000. SNR: Suero no relacionado dilucién 1:5000. 1; 100
ng de la proteina Hisx6-GdSir2.1. 2; 100 ng de BSA (B). Evaluacion por wb de los
anticuerpos anti- Hisx6-GdSir2.1 purificados. 1; 100 ng de BSA. (2-6); 50 a 3 ng de proteina
recombinante Hisx6-GdSir2.1 respectivamente. («); La flecha negra sefiala la banda de la
proteina recombinante o su reconocimiento en el western blot. M; Marcador de peso

molecular.
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Por su parte, en la evaluacion de los sueros murinos anti-Hisx6-GdSir2.2, se encontré que
el suero inmune obtenido es capaz de reconocer 200ng de la proteina recombinante
purificada por SDS-PAGE preparativo (Fig. 5-14 C. Fig. 5-17 A linea 1), hasta una dilucion
de 1/10.000, mientras que el suero preinmune y el suero no relacionado (ratén inoculado
con el vehiculo), a una dilucion de 1/2500 no reconocen esta cantidad de proteina (Fig. 5-
16 A). Para evaluar la cantidad minima de proteina recombinante capaz de ser reconocida
por el suero inmune, se realiz6 un western blot empleando diferentes cantidades de
proteina recombinante con una dilucién contante del suero (1/10000), con lo cual el suero
obtenido es capaz de reconocer hasta 6ng de proteina (Fig. 5-16 B). El suero inmune fue
purificado empleado la proteina recombinante y este purificado fue capaz de reconocer 10
ng de esta proteina en diluciones de 1/1000 y 1/2500, mientras que el purificado del suero

no relacionado no detecto la proteina (Fig. 5-16C).
Figura 5-16: Caracterizacion de los anticuerpos policlonales murinos anti-Hisx6-GdSir2.2

(A). Evaluacion del suero inmune (Sl) en diluciones 1/2500 (1 y 2), 1/5000 (3 'y 4) y 1/10000
(5 y 6) contra 200ng de proteina: Hisx6-GdSir2.2 (1, 3,5, 7y 9) yBSA (2,4, 6,8y 10). (7y
8); Suero preinmune (SPI) 1/2500. (9 y 10); Suero no relacionado (SNR) 1/2500. (B).
Evaluacién por wb del SI 1/10000. 1; 200ng de BSA. (2-7); 200, 100, 50, 25, 12.5y 6.25 ng
de recombinante. (C). Wb con los anticuerpos purificados del Sl diluciones 1/1000 (1y 2) y
1/2500 (3 y 4) y SNR 1/1000 (5 y 6) 10ng recombinante y 200ng BSA. (M); Marcador kDa.
(€); La flecha negra sefiala la banda de la proteina recombinante o su reconocimiento en el

western blot. (SI); Suero inmune. (SNR); Suero no relacionado. (SPI); Suero preinmune.
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5.3.1 Inmunodeteccion y localizacion subcelular de las proteinas
GdSir2.1y GdSir2.2 endégenas de G. duodenalis.

Con los anticuerpos purificados y evaluados por western blot, se llevé cabo la
inmunodeteccion de las proteinas GdSir2.1 y GdSir2.2 a nivel de proteinas totales de
trofozoitos de G. duodenalis WB resuspendidos en buffer de carga 1X para SDS-PAGE
(Fig. 5-17 A), el western blot de estos extractos proteicos con los anticuerpos aviares
generados y purificados, permitio el reconocimiento especifico de una banda superior a 64
kDa, la cual corresponde con el peso aproximado esperado para la proteina endégena
GdSir2.1 del parasito (74 kDa) (Fig. 5-17 B). Los inmunoreconocimientos llevados a cabo
con los anticuerpos murinos purificados del suero inmune, sobre los extractos de proteinas
totales de Giardia, reconocieron especificamente una banda con un peso aproximado de
62 kDa el cual es el peso esperado para la proteina GdSir2.2 enddgena, los anticuerpos
purificados del suero no relacionado no reconocieron banda especifica en el western blot
(Fig. 5-17 C). Como controles positivos se emplearon las proteinas recombinantes
purificadas. Estos resultados de inmunodeteccién permiten concluir que las sirtuinas
GdSir2.1 y GdSir2.2 son traduccionalmente activas en Giardia, las cuales presentan los
tamafios esperados en el parasito (GdSir2.1; 74 kDa y GdSir2.2; 62 kDa).

Figura 5-17: Inmunodeteccion de GdSir2.1 y GdSir2.2 en extractos de proteinas totales de

G. duodenalis

(A). Verificacion de los extractos de proteinas totales de trofozoitos de G. duodenalis.1;
Hisx6-GdSir2.2 (200 ng) 2; Hisx6-GdSir2.1 (200 ng) 3; Proteinas obtenidas por
resuspension de trofozoitos en buffer de carga para SDS-PAGE 1X. (B). Inmunodeteccion
de GdSir2.1 empelando IgYs purificados. 1; 50 ng de Hisx6-GdSir2.1 dilucién 1:250. 2-3;
Extractos celulares, IgYs dilucion 1:500 y 1:250. 4; Rojo Ponceau del extracto celular. (C).
Inmunodeteccion de GdSir2.2 empleando IgGs purificados. 1; 6 ng de Hisx6-GdSir2.2. 2;
200 ng BSA. 3; IgGs dilucién 1:1000. 4; Rojo Ponceau del extracto celular antes del
reconocimiento. 5; Suero no relacionado (SNR). 6; Rojo de Ponceau. 2x10° parasitos por
carril. (M); Marcador de peso molecular en kDa. Membrana de Nitrocelulosa-Fosfatasa
alcalina. (€); La flecha negra sefala la banda de la proteina recombinante o su

reconocimiento en el western blot.
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Los anticuerpos generados fueron empleados en ensayos de inmunofluorescencia
indirectos cuyo objetivo fue determinar la localizacion subcelular de estas proteinas en
trofozoitos del parasito. La figura 5-18 muestra la localizacion subcelular de la proteina
GdSir2.1, los resultados obtenidos muestran un reconocimiento citoplasmatico para esta
proteina con el suero inmune, mientras que los sueros preinmune y no relacionado no
mostraron sefiales en el parasito. Por su parte la determinacién de la localizacion subcelular
de la proteina GdSir2.2, empleando los anticuerpos policlénales murinos, arrojo una

localizacién principalmente nuclear en el parasito (Fig. 5-19).

Con respecto a la localizacion de estas proteinas en Giardia, en un trabajo desarrollado y
publicado por Carranza y colaboradores en el 20162, se ha determinado por medio de
sobreexpresion en trofozoitos una localizacion citoplasmatica y nuclear de las proteinas
GdSir2.1 y GdSir2.2 respectivamente, al ser expresadas desde el vector pTUB-NT unidas
a una etiqueta de hematoglutinima en el parasito (HA) (Fig. 5-20). Esta determinacion de la
localizacién subcelular por sobreexpresion arrojo al igual que nuestros resultados de
localizacién de la proteina endégena, una distribucion citoplasmatica de la GdSir2.1 en el
parasito, no obstante nuestros resultados sugieren de manera adicional, una asociacion

entre la Gdsir2.1 y estructuras del citoesqueleto, tales como los flagelos y el cuerpo mediano
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en Giardia, reconocidos con anticuerpos anti-tubulina acetilada. La aparente interaccion
entre la Gdsir2.1 y el cuerpo mediano del parasito es interesante teniendo en cuenta que
esta estructura ha sido propuesta como un reservorio de tubulina, la cual puede ser

importante para el ciclo celular de este parasito®.

Los resultados experimentales obtenidos estan en concordancia con los encontrados en la
seccion bioinformética, en la cual se mostr6é que el modelo tridimensional predicho para la
GdSir2.1, es homologo a la estructura resuelta para la SIRT2 humana, una proteina
tipicamente citoplasmatica asociada a citoesqueleto y con capacidad a-tubulin deacetilasa.
Aungue los resultados de sobreexpresion y nuestros resultados muestran una localizacién
principalmente citoplasmatica para esta proteina en G. duodenalis, no puede descartarse
una distribucion nuclear de la misma en contextos celulares especificos, tal y como ocurre
con la SIRT2 humana, la cual es importante en regulacién del ciclo celular y cambia de su
localizacién citoplasmatica a una nuclear al ser importada durante la mitosis. Aln
permanece por determinarse experimentalmente, si al igual que las proteinas
citoplasmaticas SIRT2 humana®, LiSIR2rpl de L. infantum® y EhSir2a de E. histolytica®*,
la sirtuina GdSir2.1 de G. duodenalis tiene como sustrato de deacetilacion a la a-Tubulina,

como nuestros resultados de inmunolocalizacién lo sugieren.
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Figura 5-18: La GdSir2.1 de G. duodenalis es una proteina con localizacion citoplasmatica.

Los sueros; no relacionado (SNR), preinmune (SPI) e inmune, fueron empleados en un
ensayo de inmunofluorescencia indiregcto para determinar la localizacién subcelular de la
proteina GdSir2.1 en el parasito. Verde; Localizacion de la proteina GdSir2.1 empleando
anticuerpos aviares purificados. Rojo; Localizacién de la a-tubulina acetilada empleando
anticuerpos murinos comerciales. Azul; DAPI, localizacién de los nucleos. Barras blancas;
50 puM. Barra verde; 5 yM. afl; Flagelo anterior lateral. mb; Median body. SPI; Suero

preinmune. SNR; Suero no relacionado. Sl Suero inmune Anti-GdSir2.1.

Tubulina Ac.
FITC Alexa 594 DAPI Merge

SPI SNR

Anti-GdSir2.1

Anti-GdSir2.1
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Con respecto a la localizacion de GdSir2.2 como se menciond anteriormente, nuestros
resultados sugieren una localizacion nuclear (Fig. 5-19), lo cual también ha sido observado
en dos trabajos independientes recientemente publicados, empleando imunolocalizacion de
la proteina con anticuerpos desarrollados en conejo® y sobre-expresion® respectivamente
(Fig. 5-20 B). Estas tres aproximaciones experimentales permiten establecer una
localizacién nuclear para la GdSir2.2 de Giardia.

Los resultados experimentales obtenidos son congruentes con los encontrados
bioinformaticamente, en donde se evidencia la similitud estructural del dominio 3D predicho
para la sirtuina GdSir2.2 y la SIRT1 humana, la cual al igual que esta sirtuina de Giardia
presenta una localizacién nuclear. Esta similitud en términos de estructura predicha y
localizacién subcelular entre las GdSir2.2 y SIRT1, puede dar indicié de papel funcional que
cumple esta proteina en Giardia, la SIRT1 es una proteina envuelta en fenébmenos de
supervivencia celular, bajo condiciones de estrés energético-nutricional por inhibicién de la
apoptosis mediante regulaciéon negativa de p532!. La similitud hasta ahora encontrada,
permite postular que la GdSir2.2 podria verse involucrada en mecanismos de supervivencia
celular en este parasito. No obstante, a pesar de esta inferencia, la funcion biolégica y una
posible translocacion citoplasmatica de la GdSir2.2 permanecen por ser determinadas

experimentalmente.

Los resultados discutidos hasta este momento, indican la presencia de multiples sirtuinas
funcionales en G. duodenalis, las cuales al estar localizadas en compartimientos
subcelulares diferentes, (Gdsir2.1; citoplasmética y GdSir2.2; nuclear) pueden ejercer
funciones metabdlicas diferenciales en este parasito, tal y como ya menciono que ocurre
en el caso de las sirtuinas presentes en humanos, de las cuales; la SIRT1 es una proteina
nuclear con papel en la reparacién del DNA, inhibicion de apoptosis y supervivencia celular.
Mientras que la SIRT2 es una proteina tipicamente citoplasmatica, involucrada en la
deacetilacion de a-tubulina®®°, regulacién del citoesqueleto y control del ciclo celular®®. La
determinacién de los procesos metabdlicos y regulatorios en los cuales se encuentran
involucradas la GdSir2.1, la GdSir2.2 y los demas candidatos a sirtuinas en G. duodenalis,

permanecen por ser resueltos.

Figura 5-19: La GdSir2.2 de G. duodenalis es una proteina con localizacién nuclear.

Los sueros; no relacionado (SNR), preinmune (SPI) e inmune, fueron empleados en un

ensayo de inmunofluorescencia indirecto para determinar la localizacion subcelular de la
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proteina GdSir2.2 en Giardia. Verde; Localizacion de la proteina GdSir2.2 empleando los
IgGs murinos producidos y purificados o la deteccion de a-tubulina acetilada empleando
anticuerpos comerciales producidos en ratbn como control positivo de proceso de

inmunodeteccion. Azul; DAPI, localizacion de los nlcleos. SNR; Suero no relacionado. SPI:

Barras blancas; 50 yM.
Alexa 488 DAPI Merge

Anti-
tubulina Ac.

SNR

SPI

Anti-GdSir2.2
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Figura 5-20: Determinacion por sobre-expresién de la localizacion subcelular de las
proteinas GdSir2.1 y GdSir2.2 en Giardia.

(A). Deteccion de las proteinas sobre-expresadas en trofozoitos transfectantes de Giardia
empleando anticuerpos anti-HA. (B). Determinacién de la localizacion subcelular
empleando anticuerpos anti-HA. Adaptado de Carranza y colaboradores 20168,
ORF10708: GdSir2.1 y ORF10707: GdSir2.2.

GdSir2.2 GdSir2.1 Anti-HA DAPI Merge
10707-HA 10708-HA
-— < %‘2 GdSir2.2
<561 ORF10707-HA
KDa
GdSir2.1
ORF10708-HA

5.3.3 Evaluacion de la expresién de las GdSir2.1y GdSir2.2
en el ciclo de vida de G. duodenalis.

Para continuar con la caracterizacion de las Gdisr2.1 y GdSir2.2, se realizaron
experimentos orientados a detectar la expresién a lo largo del proceso de enquistacion en
el parasito. Como se mencion6 en la seccién de marco teérico, Giardia es un parasito
protozoario que se caracteriza por presentar dos estadios en su ciclo de vida: el trofozoito
y el quiste. La infeccién de un hospedero inicia con la ingesta del quiste, el cual sufre un
proceso de exquistacion en la region proxima al intestino para dar lugar al trofozoito, donde
éste es responsable de los sintomas generados por la Giardiasis, estos trofozoitos
presentes en el intestino se diferencian a quiste mediante el proceso de enquistacion, el

quiste es entonces liberado al medio ambiente para infectar un nuevo hospedero °°3,
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El proceso de formacion de quistes (enquistacion), involucra cambios fuertes en la
expresion génica a nivel transcripcional y traduccional, los cuales se ven reflejados en
modificaciones estructurales. En términos generales este proceso puede ser dividido en
una fase temprana y una tardia. La primera de estas fases se caracteriza estructuralmente
por la pérdida del disco adhesivo y el desensamblaje del citoesqueleto?, junto con el inicio
de la generacion de vesiculas secretoras de enquistacion (ESV) cargadas con proteinas de
la pared del quiste (CPW). La fase tardia se caracteriza por la division de los nucleos,
replicacién de DNA y una maduracién completa de la pared®.

El estudio del proceso de enquistacion en Giardia, no solo es importante como un aporte al
conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan este proceso en el parasito, sino
que también aporta informacion extrapolable a otros parasitos tales como: Entamoeba,
Toxoplasma y Cryptosporidium??, los cuales tienen una fase quistica u ooquistica
propagativa en su ciclo de vida, pero que a diferencia de Giardia no puede llevarse a cabo

a nivel in vitro.

5.3.4 Deteccion de la actividad transcripcional de las
GdSir2.1y GdSir2.2 de G. duodenalis.

Para evaluar la expresién a nivel transcripcional de estas sirtuinas, se realiz6 la extraccion
de RNA total de trofozoitos de la cepa WB obtenidos por cultivo in vitro (Fig. 5-21 A). El
RNA obtenido (2ug) fue utilizado como plantilla en la sintesis de DNA complementario
(cDNA), el cual fue empleado en reacciones de PCR con primers disefiados para la
amplificacién de los mRNAs de dineina (gen control), GdSir2.1 y GdSir2.2 (Tabla 5-2).
Como control positivo en la PCR se emple6 gDNA de trofozoitos y como controles negativos

Se usaron ensayos sin retrotranscriptasa y ensayos con agua DEPC en lugar de plantilla.

La figura 5-21 B muestra el resultado tras la evaluacion del cDNA obtenido con los primers
para GdSir2.1, en donde se observa un amplificado del tamafio esperado (980 pb). Por su
parte, para la GdSir2.2 la PCR permitio identificar una banda de alrededor 350 pb, la cual
corresponde con el tamafio esperado para el fragmento de mensajero amplificado (Fig. 5-
21 C). En el andlisis del gen de expresién constitutiva en trofozoitos de Giardia (dineina),

se observo de igual forma el amplificado esperado (550pb) (Fig. 5-21 D). Los resultados
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hasta este momento mostrados, permiten concluir que las GdSir2.1 y GdSir2.2 son

expresadas transcripcional y traduccionalmente en trofozoitos (Fig. 5-17 By C).

La actividad transcripcional de estos genes en trofozoitos también ha sido reportada
mediante ensayos de RNA-Seq®%, en los cuales se ha podido determinar que la GdSir2.1

es transcripcionalmente mas activa que la GdSir2.2 en este estadio (http://giardiadb.org).

Figura 5-21: Deteccion de la actividad transcripcional de las GdSir2.1 y GdSir2.2 de G.

duodenalis.

(A). Perfil electroforético de RNA total extraido. (B). Amplificado GdSir2.1. (C). Amplificado
GdSir2.2. (D). Amplificado Dineina. C+; Control positivo, plantilla gDNA. C-; Control
negativo, plantilla H.O DEPC. +RT; RNA tratado con retrotranscriptasa. -RT; RNA no
tratado con retrotranscriptasa. *; muestra los rRNAs 28s y 18s presente en el RNA total

extraido®. (M); marcador de peso molecular en pares de bases.
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5.3.5 Expresion transcripcional de las GdSir2.1 y GdSir2.2
durante la enquistaciéon en Giardia.

Como se mencioné en el apartado anterior, el andlisis por PCR acoplado a
retrotranscriptasa permitié identificar los mRNAs de las GdSir2.1 y GdSir2.2 en trofozoitos
de Giardia. Para analizar los patrones de expresion de estos genes durante la enquistacion,
se emplearon datos recientemente publicados en los cuales se realizé un analisis por RNA-
Seq del transcriptoma de Giardia WB C6 durante este proceso®®. La figura 5-22 muestra la
variacion en los niveles mRNA para GdSir2.1, GdSir2.2 y los demés candidatos a sirtuina
durante el proceso de enquistacion, en ella se observa que existe una tendencia a la
disminuciéon en la actividad transcripcional para estos genes durante el proceso.
Puntualmente para las GdSir2.1 y GdSir2.2 se observa una disminucién en la expresién en
quistes respecto a trofozoitos de alrededor de 13y 2.2 veces respectivamente, lo que puede
sugerir que su funcioén celular se localiza en eventos celulares durante la fase de trofozoito
en el parasito. Adicionalmente, en el caso del candidato GdSir2.3, el cual no se abordé en
el presente trabajo, se observa un aumento de 10 veces en los niveles de mRNA en quiste
respecto a trofozoitos, este aumento en la actividad transcripcional podria sugerir un rol

funcional de este candidato en quistes de G. duodenalis.

Figura 5-22: Niveles de los mMRNAs para las sirtuinas durante la enquistacion en Giardia.

Datos tomados de la informacién suplementaria de Einarsson et al 2016%°. FPKM:
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5.3.6 Expresion proteica de GdSir2.2 durante la enquistacion

en Giardia
El andlisis de la variacion a nivel proteico durante la enquistacion se realiz6 Gnicamente
para la sirtuina nuclear GdSir2.2, para esto, inicialmente se llevé a cabo la induccion de
enquistacién a trofozoitos de Giardia a nivel in vitro (Fig. 1-1 C y D) y se colectaron células
alas 0, 6, 12 y 24 horas postinduccion. Las células obtenidas se cargaron en un gel SDS-
PAGE normalizando cada tiempo por nimero de células (2x108 células por carril). Sobre
estas células se llevo a cabo el western blot empleando los anticuerpos policlonales murinos
anti-Hisx6-GdSir2.2, este ensayo permiti6 determinar que la proteina es expresada en
trofozoitos (Fig. 5-17C), y a las 6 y 12 horas post-enquistacion, pero su expresion se ve
reducida a las 24 horas (Fig. 5-23 A, B y C), como controles de carga se usaron: calmodulina
de Giardia (17 kDa), la cual no presenta variacién durante el ciclo celular en el parasito®® y
una proteina con un peso de alrededor de 35 kDa. Debido al reducido niumero de quistes
obtenidos durante el proceso de enquistacién, no fue posible determinar el nivel de
expresion proteico en este estadio final, no obstante, durante el proceso se observé la
disminucién tanto a nivel mMRNA como a nivel proteico a las 24 horas inducida la
enquistacioén, lo cual sugiere que la proteina es mas abundante en trofozoitos respecto a

quistes.
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Figura 5-23: Evaluacion de la expresion proteica de la GdSir2.2 durante la enquistacion en

Giardia.

(A'y B). Rojo Ponceau y wb anti-Hisx6-GdSir2.2 (1:3000) respectivamente. (C). Evaluacion

de la enquistacion. Superior; wb anti-Hisx6-GdSir2.2 (1:1500). Inferior; Membrana
nitrocelulosa-Rojo Ponceau antes de reconocimiento. (D). Control de carga; SDS-PAGE-
Azul Coomassie, proteina tomada como control de carga (~35 kDa). (E). Control de carga;
gCalmodulina (17 kDa), wb anti-Hisx6-gCaM con anticuerpos policlonales producidos en
conejo. 1x10° células tiempo evaluado.

A B C
Tiempo de enquistacion Tiempo de enquistacion Tiempo de enquistacion
M GdSir2.2 6h  12h  24h M GdSir2.2 6h  12h  24h M GdSir2.2 Oh 6h 12h 24h
e e T
’ *
66
o b

Tiempo de enquistacién
6h 12h 24h

D 35-

Ha sido previamente reportado que los patrones de acetilacion en Giardia son importantes
para el proceso de enquistacion; Sonda y colaboradores en el 2010 encontraron que la
inhibicion en la deacetilacion generada por deacetilasas de histonas no dependientes de
NAD* bloquea potencialmente la formacion de quistes en este parasito!, en un trabajo
posterior se ha demostrado que la actividad sirtuina generada en las primeras etapas de la
enguistacion, también es importante en la regulacién de este proceso®. Nuestros
resultados sugieren una diminucién en el nivel de proteina GdSir2.2 a las 24 horas de
enquistacion, no obstante, debido a que en nuestro trabajo no se evaluaron tiempos
menores a 6 horas de enquistacién, permanece por determinarse si la GdSir2.2 por su
localizacién nuclear, tiene funcion en el silenciamiento génico caracteristico de las primeras
etapas de la enquistacion, debido a que la adicion de nicotinamida (inhibidor de las Sir2),
en las fases tempranas de este proceso potencialmente lo bloquea®. Finalmente, es

importante mencionar que el proceso de enquistacion parece estar regulado por la accién

t
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conjunta de histona deacetilasas dependientes e independientes de NAD™.

Con respecto a la proteina GdSir2.1, la evaluacion de los niveles de expresion proteica
durante la enquistacion permanecen por ser determinados, futuros trabajos orientados a
determinar a la a-tubulina como sustrato de esta proteina, y su papel en eventos de
desensamble del citoesqueleto en etapas tempranas de la enquistacion, permanecen por

ser abordados experimentalmente.
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6.Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

6.1.1 Generales

1. Se identific6 a la proteina GdSir2.2 como el segundo miembro descrito para la
familia sirtuina en G. duodenalis, mediante ensayos de deacetilacion in vitro.

2. Se determinaron las localizaciones subcelulares: citoplasmatica para la proteina
GdSir2.1 y nuclear para la GdSir2.2 de G. duodenalis mediante inmunodeteccion
empleando los anticuerpos aviares y murinos desarrollados.

3. Se verifico la expresion a nivel de mRNA de las GdSir2.1 y GdSir.2 empleando
retrotranscripcion.
4. Se verific la variacion en los niveles de expresién proteica de GdSir2.2 durante la

enquistacion.
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6.1.2 Especificas

¢ Elandlisis bioinformético de las estructuras primarias y terciarias predichas, permitié
identificar caracteristicas estructurales conservadas y universales de familia sirtuina
en las GdSir2.1 y GdSir2.2.

e Se genero la expresion soluble de GdSir2.2 unida a la etiqueta MBP.

e Se determind a nivel in vitro la actividad deacetilasa dependiente de NAD* de la
proteina recombinante Hisx6-GdSir2.1.

e Se desarrollaron anticuerpos aviares y murinos policlonales contra las proteinas
Hisx6-GdSir2.1 y Hisx6-GdSir2.2, los cuales fueron fundamentales para detectar la
actividad traduccional de las proteinas presentes en Giardia.

e Se determind la localizacion subcelular de las sirtuinas en Giardia; citoplasmatica
para la GdSir2.1 y nuclear para la GdSir2.2.

e Se detectaron los mMRNAs de las GdSir2.1 y GdSir2.2 en trofozoitos mediante
ensayos de RT-PCR.

e Se encontrd que la expresion proteica de GdSir2.2 disminuye a las 24 horas de

enquistacion.

6.2 Perspectivas

El desarrollo de esta tesis permitio la obtencion de herramientas valiosas para trabajos
futuros orientados ha de terminar la funcion biolégica en la cual se encuentran

involucradas estas dos sirtuinas en el pardasito, a nivel de perspectivas se proponen:

e Estudiar las interacciones proteina-proteina y blancos de deacetilacion sustrato
de estas sirtuinas en Giardia, mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion,
empleando las herramientas inmunoldgicas desarrolladas en este trabajo de
investigacion.

e Evaluar los mecanismos de regulacion postraduccional y los efectos regulatorios
a los que son sometidas estas enzimas en Giardia.

e Evaluar los niveles de expresion de la GdSir2.1 durante la enquistacion en

Giardia.
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e Explorar el papel funcional de estas proteinas en Giardia, mediante su
evaluacién (expresion y localizacién) en contextos celulares, como la mitosis, la
restriccion calorica, el estrés oxidativo y la temperatura de crecimiento.

e Realizar la caracterizacion enzimatica de la proteina Hisx6-GdSir2.1, buscando
determinar sus parametros enzimaticos y las condiciones Optimas para su

actividad.
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Anexos

Anexo 1. Prediccion de dominios conservados usando el
servidor CDD del NCBI.

(A). Prediccién de dominios para el candidato GdSir2.1. (B). Prediccion de dominios para
el Candidato GdSir2.2.

A
1 100 200 300 400 S00 11 680
Query seq. substrate binding zite | | L A
NAD+ binding site ) A A A T i
2n binding site | ) A
Specific hits .
: . GdSir2.1
Superfanilies SIR2 superfamily
B
1 75 150 25 300 375 450 525 559
Query seq, el ———————
Non-specific SIRT1
hits SIR2
SIR2
PTZ200410 )
Superfanilies SIR2 superfamily GdSir2.2

Hulti-donains I1vB
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Anexo 2. Alineamiento multiple del domino sirtuina presente
en los candidatos GdSir2.1, GdSir2.2 y las 7 sirtuinas

humanas.

Alineamiento multiple empleando el algoritmo Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation (MUSCLE) presente en el programa CLC Free Workbrench versién 7.6. Negro:
aminoacidos involucrados en la union al NAD*. Verde: residuos de cisteina involucrados en
la unién a zinc. La altura de la barras indica el grado de conservacion del residuo entre las

secuencias.
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Anexo 3. Alineamiento de las estructuras primarias
completas de las GdSir2.1, GdSir2.2 y sirtuinas ortologas.

GdSir2.1, GdSir2.2 de G. duodenalis, sirtuinas humanas (SIRT1-SIRT7), TbSir2rpl (T.
brucei), PISIR2A (P. falciparum) y LiSIR2rp1 (L. infantum). Recuadro rojo: Dominio sirtuina
conservado presente en las secuencias. El porcentaje de identidad es proporcional a la
altura de las barras. Color: verde; 100% de similitud, Amarillo; 80-100% de similitud, Rosa;
60-80% de similitud, Sin color; menos del 60% de similitud. Alineamientos en T-Coffe,

algoritmo ClusclaW vy visualizacién programa Geneious.
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Anexo 4. Modelos de la estructura tridimensional
predicha de los candidatos, obtenidos con el servidor I-
TASSER.

(A). Modelo de la secuencia de aminoacidos completa del candidato GdSir2.1. C-score -
3.28, plantilla SIRT2 Humana (PDB: 1j8fa). (B). Modelo de la secuencia de aminoacidos
completa del candidato GdSir2.2. C-score -1.62 plantilla SIRT1 Humana (PDB: 4i5iA). (C).
Modelo del dominio sirtuina del candidato GdSir2.1 C-score 0.10, plantilla SIRT2 Humana
(PDB: 1j8fa). (D). Modelo del dominio sirtuina del candidato GdSir2.2. C -score -0.38
plantilla SIRT1 Humana (PDB: 4i5iA). Rojo: Hélices alfa. Amarillo: Laminas beta. Gris:

Loops o giros aleatorios.
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Anexo 5. Evaluacion mediante Grafico de Ramachandran
de los modelos de estructura tridimensional predicha para
la GdSir2.1 y GdSir2.2.

(A) Modelo secuencia completa GdSir2.1 residuos en region favorecida 69.8%, residuos
en region permitida 19.3%, residuos en region no permitida 10.9%. (B) Modelo secuencias
completa GdSir2.2, residuos en regién favorecida 69.1%, residuos en region permitida
17.1%, residuos en region no permitida 13.8%. (C) Modelo dominio GdSir2.1 residuos en
region favorecida 92.3%, residuos en region permitida 4.8%, residuos en region no
permitida 2.8%. (D) Modelo domino GdSir2.2, residuos en region favorecida 92.3%,
residuos en region permitida 4.7%, residuos en region no permitida 3.0%. Modelos
generados con el servidor |-TASSER. Graficos generados mediante el servidor
RAMPAGE.
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Anexo 6. Vectores pET100/D-TOPO (A), pET-100-
GdSir2.1 (B) y pET-100-GdSir2.1 (C).

Visualizacibn empleando el programa SnapGene. En rojo: las secuencias
correspondientes a las GdSir2.1 y GdSir2.2 en el sitio de clonacion de vector pET100.

Ampicilina como antibidtico de seleccion. Promotor T7. Etiqueta Hisx6.

Nde |

2
Z lbclpromoter 17 promoter
l |

. ¥

Bc aperator
Ercusta Hisie
//— —
PET100-GdSir2.1
7507 bp
/ 7 termiator
s
4 e,
m . y
Ampiciina

Anexo 7. Cisteinas presentes en el candidato GdSir2.2.

Azul: Domino sirtuina presente en el candidato. Rojo: Residuos de cisteina de union a zinc.
Amarillo: Cisteinas.
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MKSALEAILLHSGLENEELIPATDFASREVSVTSLCDYPVHIDMRIPAIHDPGSKNLVRVDT
APSATEHLGDEDDDSVLDDLSGHISPGGFRLWILSLLELGVPPTQILADLGLKLPKHSFGN
DVLLEFLEQVVLELLEVKLPRKRITSCTSPEAFIYQLRRARKVIFLVGAGISVSAGIPDFRSK
NGIYNRLQQYNLQKPTDMFNLDFFRGNPIPFYRFCPEIFPGPQFKPTVVHLFMRLLEKRG
QLQRIYTQNIDCLEVQAQITQKYIINCHGSFHTFTBIDEBGAKFPMELLRRTVVEEACLPLE
REBFQSFRRSFLCERELADVHAAGSLLDGDGDQFKAAVRSALGSSITPRLEELLNNTSS
STVRTNFPFDKVTEGRDDPCYLKIKLDDLCSSSGQHADGRSSGLQIRGILKPQIIFFGEKL
SSDLEEFIDDDCSVADMFIAIGSSLRVKPVSGILGKLPRTVPQVLINLESVGRPHNWDLEL
LGDCDIIMRYLLTELGWWDEFLSCARELGLSIRRNDALVARQKVFNDVAAPWRYNVRPR
IVEIAGYTPRSRQ
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