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Resumen y Abstract IX

Resumen

Giardia lamblia es un organismo divergente, causante de una enfermedad denominada
Giardiasis. Este parasito reviste especial interés hioldgico por su posicion evolutiva basal
y metabolismo simplificado; por esta razén es importante estudiar el metabolismo del
NAD+ en este organismo y asi conocer sus diferencias con otros modelos de estudio. El
Dinucleétido de Adenina y Nicotinamida (NAD+) es una molécula de relevancia
metabodlica y celular que actla como cofactor, sustrato y participa en procesos de
transduccién de sefales intracelulares. Las distintas rutas de sintesis de este metabolito
convergen en la enzima Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa
(NMNAT) (EC: 2.7.7.1/18). En estudios previos se identificaron por herramientas
bioinforméticas dos candidatos para la NMNAT de G. lamblia (GINMNAT-A y GINMNAT-
B); los cuales se clonaron, expresaron y evaluaron enzimaticamente. En el presente
trabajo se continu6 el estudio de la GINMNAT-A, mediante aproximaciones
bioinformaticas y experimentales. Especificamente, se generé un modelo estructural in
sillico y se evalu6 la expresion de esta proteina, mediante retro-transcripcion.
Adicionalmente, se realizaron estudios de inmunodeteccion; para lo cual se produjeron
anticuerpos policlonales en modelos murinos y aviares (IgG e IgY). De igual manera, se
estudio la localizacién intracelular de la GINMNAT-A, mediante el empleo de transgenes.
El modelo bioinforméatico generado presentd caracteristicas representativas de las
NMNAT, fundamentales para la funcion biosintética de estas enzimas. El andlisis
transcripcional mostré una baja expresion de las isoenzimas en trofozoitos de G lamblia.
Finalmente, los andlisis de localizacibn mostraron patrones de ubicacion citoplasmatica

de la GINMNAT-A en trofozoitos y quistes del parasito.

Palabras clave: Giardia lamblia, Dinucleétido de Adenina y Nicotinamida (NAD+),
Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa (NMNAT),

anticuerpos.
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Abstract

Giardia lamblia is a divergent organism and is the causal agent of a disease called
giardiasis. This parasite has a special biological interest regarding its evolutive position
and its simplified metabolism. For the above is important to study the NAD+ metabolism
this organism in order to determine differences with other parasites. The Nicotinamide
Adenine Dinucleotide (NAD+) is a fundamental molecule in the cellular metabolism.
NAD+ act as a cofactor, substrate and participate in processes like signal transduction.
The NAD+ Synthesis routes converge in the enzyme Nicotinamide /Nicotinate
Mononucleotide Adenylyltransferase (NMNAT) (EC:2.7.7.1/18). Previous studies
identified two candidate sequences for NMNAT (gINMNAT-A y gINMNAT-B) of G. lamblia
by bioinformatic tools. These candidates were cloned, expressed, and their enzymatic
activity was evaluated. In this work the study of gINMNATSs is continued by means of
bioinformatic and experimental approaches. Specifically a structural model was
generated in silico. Protein transcription was determined using retrotranscription.
Additionally, polyclonal murine and avian antibodies (IgG and IgY) were produced in
order to detect the expression of the gINMNATSs. In the same way, gINMNATSs cellular
location was evaluated using transgenes. The bioinformatic model showed NMNATs
representative features. These features are important to biosynthetic function.
Transcriptional analysis showed a cytoplasmic location of gINMNAT in trofozoitos and in
the parasite cyst.

Keywords: Giardia lamblia, Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NAD+),

Nicotinamide/Nicotinate Mononucleotide Adenylyltransferasa (NMNAT), antibodies.
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Introduccioén

El mantenimiento de un balance adecuado entre los procesos de sintesis y consumo de
NAD+ es el mecanismo mediante el cual se regulan una variedad de procesos celulares,
por ende una sintesis continua de NAD+ es esencial para la viabilidad celular, [2, 3] esto
convierte a las enzimas involucradas en este proceso en puntos de interés, ya que en
ellas recae la labor de mantener los niveles intracelulares de esta molécula, permitiendo
de esta manera una modulaciébn metabdlica que conlleve al mantenimiento de la
homeostasis. No es sorprendente, que las enzimas de la ruta sintética del NAD+ sean

bastante conservadas evolutivamente.

En organismos como Giardia el estudio de este tipo de vias conservadas es un punto
clave para evaluar la divergencia de la maquinaria celular. Por ejemplo, Estudios de
comparaciones genomicas con Trichomonas vaginalis y Leishmania major han
demostrado que existen en Giardia un nacleo de 80 quinasas que constituyen la minima
magquinaria de algin quinoma conocido en un eucariota cultivable, en estos estudios, el
hallazgo de varias secuencias divergentes y la presencia de fendmenos de duplicacion
excesiva de quinasas relacionadas con el ciclo celular, reflejan los grandes cambios a

travesados por el parasito durante su ciclo de vida. [4]

Aunque el NAD+ es una molécula fundamental en todos los organismos vivos, el
metabolismo de este Dinucledtido ha sido poco estudiado en el parasito. El genoma de
Giardia lamblia reporta dos secuencias génicas candidatas para la Nicotinamida /
Nicotinato Mononucle6tido Adenililtransferasa (gINMNAT) enzima central en la sintesis
del NAD+, ya que constituye el punto de convergencia entre las vias de sintesis
conocidas para esta molécula [5] en trabajos realizados por nuestro grupo de
investigacion, ambas secuencias fueron clonadas en células de E. coli Linaje TOP 10 y
finalmente expresadas en linajes E. coli BL21 obteniéndose la primera evidencia de la

expresion a nivel proteico de ambas isoenzimas, ensayos adicionales han permitido
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confirmar ambos candidatos como enzimas activas in vitro mediante el empleo de

ensayos de actividad con los respectivos sustratos [6—8].

En el presente trabajo de grado se desarrollan dos aproximaciones para la determinacion
de la localizacién subcelular de la enzima: (i) mediante deteccidon directa de la proteina
gINMNAT vy (ii) mediante la deteccion de una proteina transgénica gINMNAT-HA en
parasitos transfectados. La primera estrategia metodoldgica implica la generacién de
anticuerpos 1gG (Ratén) e IgY (Huevo) contra la gINMNAT, con la idea de evaluar la
localizacién in vivo de esta enzima en el parasito empleando inmunofluoresencia
indirecta. Los anticuerpos policlonales constituyen herramientas de gran interés en la
investigacion cientifica; por tanto, hoy en dia se hace mas exigente no solo su calidad
sino también la metodologia empleada para su produccion, es por esta razon que el
desarrollo de anticuerpos en dos sistemas animales constituye una ventaja para la
implementacion de diversos procedimientos experimentales que contribuyen una mejor
caracterizacion de la proteina de interés. [9] La segunda metodologia a desarrollar es la
deteccién de la expresion de proteina transgénica mediante el uso de un sistema de
Transfeccion con el vector pTUBpacNT-HA especifico para la Transfeccion en Giardia
lamblia, como un mecanismo alternativo de aproximacion a la localizacion celular
mediante la sobre expresion de la proteina gINMNAT-HA y la deteccion indirecta de la

misma con anticuerpos monoclonales (a-HA). [10]

Como ultima aproximacion abordada en este trabajo, se detectd la expresion de las
isoenzimas a nivel de ARNm, empleando retro transcripcion a partir de ADN
complementario (ADNc) sintetizado a partir de iniciadores oligodT y de iniciadores
especificos para los genes de interés. Validandose los datos reportados en la base de

datos Giardia DB para la deteccién de ambas isoenzimas a nivel transcripcional. [1]

Este trabajo es una contribucion a las lineas de investigacion del grupo de bioquimica y
biologia molecular de parasitos protozoarios, dado que Giardia constituye uno de los
modelos centrales del grupo de investigacion por su importancia evolutiva y por la
importante informacién acerca de la bioquimica basica que puede obtenerse del estudio

de organismos basales que han sabido adaptarse inteligentemente a una vida parasita.



1.Fundamento Teoérico y Estado del Arte

1.1 Giardialamblia

Los protozoos del género Giardia han intrigado a bidlogos y médicos por mas de 300
afios, en razén a sus peculiares caracteristicas estructurales, tanto como a sus rasgos de
vida, considerandose modelos biolégicos de gran interés. Este parasito flagelado se
encuentra ampliamente distribuido y afecta diferentes especies de mamiferos incluyendo
humanos, de hecho, es visto como la causa mas comun de diarrea protozoaria en todo el
mundo, por ello, ha sido reconocido como un organismo de importancia médica y
veterinaria en razén del impacto clinico de su infeccién tanto en humanos, como en el
ganado y en animales de vida silvestre. De hecho, la enfermedad causada por el parasito
conocida como giardiosis, ha mostrado prevalencias de 21,2% y de 65% en nifios
colombianos de 12 a 59 meses de edad y de 3 a 13 afios respectivamente, alojados en
asentamientos temporales [11], evidenciando los posibles alcances de la patologia en
poblaciones inatendendidas o que habitan bajo condiciones socio econdémicas y salubres
deplorables. Incluso en paises industrializados la giardiasis puede ser transmitida a
través del agua, la comida y el medio ambiente, resultando en casos esporadicos o

epidemias comunitarias.

Actualmente, han sido desarrolladas numerosas pruebas moleculares con el fin de
develar la compleja epidemiologia de la infeccion. Estos estudios han sefialado la
existencia de siete grupos genéticos 0 ensambles dos de los cuales: A 'y B, son
encontrados en humanos y animales, mientras los remanentes (C-G) son relativamente
especificos de huésped. En las Ultimas décadas, con el reciente secuenciamiento del
genoma de Giardia se abren nuevas perspectivas para el diagnéstico y tratamiento
molecular de la parasitosis, facilitando no solo el estudio clinico sino también biolégico de
este parasito, este Ultimo aspecto enfocado principalmente en el entendimiento a nivel

molecular de su evolucidn y relaciones filogenéticas. [12]



Giardia posee un ciclo de vida en el que se observan dos estadios morfolégicos con
notorias diferencias bioquimicas: el quiste (forma infectiva) y el trofozoitos (forma
vegetativa). El quiste (Figura 1-1 A) es un estadio fundamental para el parasito
permitiéndole sobrevivir en agua, ser resistente a sustancias quimicas y atravesar el
sistema digestivo de un nuevo hospedero. Presenta una forma ovalada con un diametro
de 7-10 ym. Posee cuatro nucleos (16N) y esta recubierto por una pared externa de 0,3-
0,5 ym de grosor, la cual estd compuesta por una capa filamentosa externa constituida
por tres proteinas (Proteinas de la Pared del Quiste o CWP 1-3) y un polisacéarido N-
Acetilgalactosamina (Giardian) [13-15]. El trofozoitos (Figura 1-1 B) o forma moévil de
parasito produce la patologia, Tiene forma de pera y mide entre 12-15 uym de largo y 5-9
Mm de ancho. Presenta dos ndcleos (4N), y algunas estructuras particulares formadas
por microtibulos como el cuerpo medio, cuatro pares de flagelos (anterior, posterior,
caudal y ventral) y un disco ventral que sirve para la adhesion al intestino en el huésped
[13, 15]. La membrana de los trofozoitos expresa proteinas variables de superficie (VSP),
las cuales han sido ampliamente estudiadas por considerarse los principales antigenos
gue reconoce el hospedero, la dinAmica de su produccién esta dirigida por un mecanismo
de recambio que permite Unicamente la expresion de una variante en la membrana
celular [15, 16]. A diferencia del quiste los trofozoitos necesitan condiciones anaerébicas
para sobrevivir y multiplicarse, ademas de condiciones especificas de temperatura, pH y
salinidad [13].

Figura 1-1: Morfologia de Giardia lamblia. (A) Microscopia de luz de un quiste. (B) Microscopia de luz de

un trofozoitos La barra indica 10 um. [17]

A. Quiste B. Trofozoito
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1.1.1 Ciclo de Vida de Giardia lamblia

La forma infectiva o quiste es ingerida por un nuevo hospedero, en este momento se
inicia el proceso de exquistacion (Quiste - Trofozoitos Figura 1-2), se conocen dos
pasos en este proceso: inicialmente el quiste entra en contacto con el pH acido del
estbmago y luego con un ambiente rico en proteasas y ligeramente alcalino en la parte
alta del intestino delgado. Durante el primer paso el quiste es estimulado por el ambiente
estomacal a través de la pared, esto conduce a una respuesta altamente coordinada que
involucra cambios en la expresion génica, por otra parte, los ligeros cambios del pH
intracelular estimulan la generacion de pliegues en la membrana que algunos autores
consideran importantes en la determinacion de la polaridad de los trofozoitos [15]. Se ha
reportado en esta etapa también, la presencia de vesiculas periféricas contenientes de
una fosfatasa (AcPh) similar a la encontrada en mamiferos, la cual es secretada al
espacio periplasmico en el parasito y cuya actividad es importante en el proceso de
exquistacion. La segunda etapa de la exquistacion también involucra cambios en la
expresion génica, se produce la rotura de la pared del quiste por la accion de cisteina-
proteasas, finalmente se da por completado el proceso al emerger el exquizoito, que
tiene una forma ovalada y es tetranucelado (16N), la actividad metabdlica del exquizoito
es intermedia entre la de un quiste y un trofozoitos. Poco tiempo después de la aparicion
del exquizoito, este experimenta una rapida divisién por citocinesis sin una duplicacion
del material genético, dando origen a dos trofozoitos, los cuales nuevamente se dividen

por fisién binaria para dar lugar a 4 individuos. [15]

Los trofozoitos habitan en el intestino delgado adheridos a las vellosidades intestinales,
donde se alimentan y reproducen, hasta que el contenido intestinal inicia el proceso de
deshidratacion, momento en el que comienza el enquistamiento (Trofozoitos->Quiste
Figura 1-2), de hecho, algunos trofozoitos son capaces de comenzar la enquistacion en
el yeyuno, después de la exposicion a sales biliares, acidos grasos y la disminucién del
colesterol. [3] A nivel general, la enquistacion consiste en la perdida de los flagelos y la
adquisicion de una morfologia ovalada rodeada por una pared quistica compuesta de
polisacaridos y proteinas, sin embargo, una visiobn mas detallada del proceso muestra
gue ocurren importantes cambios bioquimicos y morfolégicos clasificados en tres etapas:

a) recepcion de estimulos para la formacion del quiste y activacion de genes especificos;



b) biogénesis de organelos secretores, sintesis, empaquetamiento, transporte y

liberacion de materiales de la pared celular; y ¢) ensamble de la pared extracelular [18].

Al inicio de la enquistacion, no todos los organismos experimentaran el proceso al mismo
tiempo, los estudios morfolégicos indican que la fase temprana se completa en
aproximadamente 10 horas y la fase tardia en 16h. La fase temprana, caracterizada por
la sintesis intracelular y el transporte de los componentes de la pared del quiste, se
relaciona con la aparicion de estructuras tipo Golgi facilmente visibles por microscopia
electronica, que participan en el transporte. Un conjunto de proteinas de 21 a 39kDa, son
expresadas y se conocen como las proteinas de la pared del quiste (CWP 1-3), Estas
proteinas son transportadas en vesiculas secretoras (ESVs) dentro de las cuales sufren
importantes modificaciones, entre las que se destacan el corte del extremo C-terminal de
la CWP2 por parte de una cisteina proteasa (ESCP), que al parecer es vital para el
proceso de formacién de la pared celular. Las CWPs segun su estructura parecen estar
relacionadas con familias proteicas que poseen repeticiones ricas en leucina y en la fase

temprana forman complejos estables que son transportados a la pared del quiste [18, 19].

La fase tardia de la enquistaciéon consiste en la aparicion sobre la membrana del
trofozoitos de sitios visibles para la iniciacién del montaje de los filamentos de la pared
del quiste, seguido por el ensamble de la porcién filamentosa de la pared. Adicionalmente
es caracteristica la aparicion de un conjunto de grandes proteinas (66, 78, 92 y 103kDa)
gue incrementan su expresion junto con las de bajo peso molecular de la fase temprana.
Para el tiempo en que se completa la enquistacién se produce el desensamble y
empaquetamiento de organelos como el disco ventral y los flagelos; [3,10]
desapareciendo completamente la motilidad, luego, la porcidn externa de los parasitos se
torna redondeada y filamentosa, a partir de este momento, ningln individuo se unira mas
al epitelio intestinal. Otros rasgos evidentes también, son la desaparicion de las vesiculas
de enquistacion ESV y la generacién de dos rondas sucesivas de replicacién de los
cromosomas sin un evento de citoquinesis [14] dejando la pocién interna del quiste con
dos trofozoitos o 4 nucleos que no han completado la citoquinesis. Finalizada la
enquistacion los quistes son expulsados a través de las heces y pueden empezar un

nuevo ciclo en el mismo hospedero o en otro
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Figura 1-2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. Una vez los quistes son ingeridos por el hospedero y alcanzan el estémago
se inicia el proceso de exquistacién, este culmina en la parte alta del intestino donde emerge el exquizoito que
rapidamente se divide en dos trofozoitos y estos nuevamente se dividen, de tal forma que un quiste genera cuatro
trofozoitos. Durante la exquistacion se dan dos divisiones nucleares sin replicacién del DNA. Los trofozoitos colonizan la
mucosa intestinal. Algunos trofozoitos viajan con el flujo intestinal y enquistan. Durante la enquistacién ocurren dos
eventos de replicacion del DNA y una division nuclear. Los quistes son desalojados en las heces. [17]

Divis

Colonizacion del epitelio intestinal



1.1.2 Giardia lamblia un Eucariota Basal

Giardia ha sido siempre un organismo de interés para los bidlogos evolutivos, La
divergencia presentada por Giardia lamblia en rasgos eucariotas tipicos, ha generado
controversia en cuanto a la posicion y relaciones evolutivas de este organismo, siendo
considerado muy ancestral en el arbol eucariota. Los primeros estudios con miras a
dilucidar la posicion filogenética de Giardia usaron secuencias de ARN ribosomal 16S y
mostraron que este organismo posee un ARN inusual perteneciente a un linaje
ramificado tempranamente en los eucariotas. Estudios posteriores confirmaron su
temprana divergencia usando otros loci conservados como los factores de elongacion y
quinasas dependientes de ciclinas, ubicando a Giardia como un organismo primitivo con
una posicién esencial en la evolucion de los eucariotas [21]. Todo lo anterior llevo a
considerar inicialmente a este parasito, como un descendiente directo de células

amitocondriadas hipotéticas (Protoeucarioticas).

Los diplomonadinos parecen haber presentado adquisicion de genes a través de
transferencia lateral desde diversas fuentes, incluyendo bacterias y racheas, lo cual
dificulta ain mas la ubicacion de Giardia en el arbol de la vida haciendo necesario
estudios filogenéticos con el uso de multiples loci, Actualmente recientes analisis
filogenéticos moleculares sobre caracteres morfoldgicos, sugieren que Giardia es uno de
los miembros mas altamente adaptados de los diplomonadinos, La nueva evidencia
molecular se basa en el hallazgo de genes que codifican proteinas de origen mitocondrial
como: la Valil-t-RNA sintetasa, la chaperonina 60 y Proteina de Choque Térmico 70
(HSP70) en su genoma, [22] demostrando que caracteres como la ausencia de
mitocondria en el parasito, son debidos a perdida secundaria mas que a divergencia de
un eucariota ancestral precedente al proceso endosimbi6tico. El hecho de que Giardia
sea un parasito eucariota carente de mitocondria en sentido estricto, pero que presente
muchos procesos celulares tipicos de esta estructura, hace del estudio de las vias
metabdlicas afines a este organulo una pieza clave en el discernimiento de relaciones

bioquimicas ancestrales evolutivamente.
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1.1.3 Metabolismo en Giardia lamblia

Es de conocimiento general que Giardia tiene una reducida capacidad biosintética,
carece de vias de sintesis de novo de lipidos, purinas y pirimidinas, por lo que suple la
mayor parte de su metabolismo basal a través de vias de reciclaje. Por otra parte, Giardia
carece también de mitocondria y fosforilacion oxidativa mediada por citocromos, por lo
tanto, sus Unicas fuentes de produccién energética son la glicolisis y la via de la arginina
dihidrolasa, obteniendo la energia a través de fosforilacion a nivel de sustrato. Giardia,
puede incorporar alternativamente la glucosa mediante de la via de las pentosas fosfato,
sin embargo todas las enzimas mencionadas anteriormente responsables de la
realizacion de estos procesos son solubles, a diferencia del confinamiento de las mismas
en organelos como los hidrogenosomas, en organismos cercanamente relacionados
como Trichomonas. Los productos finales de la fermentacion son el acetato, etanol,
alanina, diéxido de carbono e hidrogeno y sus cantidades se determinan por los niveles
de glucosa y oxigeno inicialmente presentes en el medio. [21]

Gracias a su sencillo metabolismo, Giardia estd muy bien adaptada a su medio ambiente,
sin embargo su reduccion metabdlica se vuelve costosa en términos de la competencia
por las moléculas precursoras de las vias de reciclaje con los demas organismos de la
microbiota intestinal. A pesar de todo esto, el metabolismo de Giardia demuestra ser
altamente balanceado, ya que por ejemplo, procesos como la formacion de los
carbohidratos de la pared del quiste son fuertemente controlados y regulados, asi,
durante el proceso de enquistacion disminuye el catabolismo de glucosa que deriva en la
obtencion de energia e inicia la transformacion de la glucosa en el azlcar N-
acetilgalactosamina componente de la pared del quiste, precursor de la sintesis del
giardian, de manera que se induce una ruta enzimdtica completa incluyendo Ila
produccion de una nueva enzima: la sintetasa de la pared del quiste, que sintetiza el
homopolimero giardian. Para obtener la energia necesaria durante este proceso, los

trofozoitos incrementan el catabolismo de arginina ostensiblemente. [21]



1.2 Metabolismo del Dinucleotido de Adeninay
Nicotinamida (NAD+)

Dinucleétido de Nicotinamida y Adenina (NAD+) junto con sus formas reducidas y
fosforiladas (NAD+, NADH, NADP+,NADPH+) tiene una gran relevancia, por su papel en
la produccion energética, gracias a su facilidad estructural para la transferencia
electrénica. [23] Es capaz de participar como cofactor en muchas reacciones catabolicas
como la glucolisis, la oxidacién de &cidos grasos, el metabolismo del nitrégeno, tanto
como en procesos anabdlicos como la sintesis de aminoacidos nucleétidos y colesterol.
[2] De hecho, la expresion de varios genes esta regulada por el estado redox de estos
nucleotidos de piridina a través de proteinas de union a NAD+/NADH que actdan como
sensores redox. Es por esta razon, que en la terminologia de la teoria de redes el
metabolismo del NAD+, constituye un nodo dada su alta conectividad, en relacion a él
gran numero de reacciones en las que participa, de hecho, segun la base de datos de
reacciones KEGG (Kyoto Enciclopedy of Genes and Genoms) se han identificado
aproximadamente 1600 reacciones que usan nucleétidos de piridina para transferencia
de hidruros [24].

En los Ultimos afios, se ha acumulado evidencia creciente de un gran nimero de
funciones diferentes a las ya conocidas que son igualmente fundamentales a nivel
celular, estos nuevos papeles del NAD+ tienen como particularidad su consumo como
sustrato por enzimas que catalizan modificaciones covalentes de proteinas en diversos
compartimientos celulares (Figura 1-3). Dentro de este grupo de proteinas encontramos a
las poli-ADP-ribosa polimerasas (PARP), Sirtuinas (SIR), Mono-ADP-Ribosil
Transferasas (ARTs) y NAD+ Glicohidrolasas [3, 22, 25-27]. (Figura 1-3) La actividad de
estas enzimas es un vinculo entre los niveles de NAD+ y procesos como: la reparacion
del DNA, la muerte celular caspasa independiente, la tolerancia a condiciones de estrés,
la restriccion caldrica y la regulacion del envejecimiento. Estos procesos han sido
evidenciados en organismos como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y
Drosophila melanogaster. [23] Los anteriores estudios han sido concluyentes al
demostrar como la sintesis y consumo NAD+ constituye un punto metabdlico central a

nivel celular y organismico en una gran variedad de modelos.
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1.2.1 Consumo del Dinucleétido de Adenina y Nicotinamida
(NAD+)

El consumo de NAD+ (Figura 1-4) involucra la liberacion de nicotinamida (Nam) y la
transferencia de la del motivo ADP ribosa sobre multiples moléculas aceptoras, estas
reacciones constituyen puntos clave en la sefalizacién intracelular que controlan
procesos vitales. Las proteinas aceptoras modificadas por Mono- ADP-Ribosilacion, Poli-
ADP-Ribosilacion o Deacetilacion NAD+-Dependiente, experimentan cambios en sus
propiedades funcionales. La poli-ADP-Ribosilacién parece estar confinada al nacleo de
organismos multicelulares y esta involucrada en una variedad de procesos como el
rearreglo, transcripcion y reparacion del ADN. Las deacetilasas dependientes de NAD+
representan una clase conservada de enzimas que transfieren el grupo acetilo desde
proteinas modificadas al ADP-Ribosa previamente liberado del NAD+, son comUnmente
denominadas sirtuinas y tienen un impacto critico en la regulacién de los eventos
nucleares como de acetilacién de histonas, pero también en la regulacion de enzimas
centrales a nivel metabdlico como la Acil CoA sintetasa, la Carbamoil Fosfato Sintasa y la
glutamato deshidrogenasa [3, 12, 27].

A pesar que las sirtuinas han sido encontradas en procariotas y eucariotas incluyendo
levaduras y mamiferos, en levaduras las mono-, las poli-ADP-Ribosilasas y la actividad
NADasa (NAD+-glicohidrolasa) no han sido detectadas.[28] Las NADasas rompen el
ADN en ADP ribosa o ADP-ribosa ciclico al formar un enlace intramolecular entre la
ribosa terminal y el anillo de la adenina, estos productos son potentes mensajeros
intracelulares movilizadores de calcio actuando sobre canales TRMP2 (Receptor
Potencial Transitorio para Melastatina 2) o receptores de rianodina respectivamente.
Dado el amplio espectro y la actividad permanente de las reacciones de consumo de

NAD+, es obvio que un nivel celular de NAD+ necesita ser mantenido continuamente [3].



Figura 1-3: Enzimas Transformadoras del NAD y Sefializacién Dependiente de NAD.

El NAD+ es convertido reversiblemente a NADH por la adicién de dos electrones y un protén (H-) al anillo de Nicotinamida.
Las enzimas consumidoras del NAD+ rompen el enlace glicosidico que une el anillo de nicotinamida a la ribosa (Linea
Roja Ondulada). Las ADP-RibosilTransfera5sas (ART) transfieren ADPR sobre residuos de Aminoacidos (Mono-ADP-
Ribosilacién) o sobre proteinas unidas a motivos de ADP Ribosa (Poli-ADP-Ribosilacién), estas modificaciones son
revertidas por ADP-Ribosilhidrolasas (ARH) y Poli-ADP-Ribosilglicohidrolasas (PARG), liberando ADRP. Las Sirtuinas
catalizan la deacetilacién dependiente de NAD de proteinas que portan residuos de lisina acetilados, obteniendo O-acetil-
ADP-Ribosa (OAADPR). Las NAD-Glicohidrolasas (NADasas) catalizan la hidrélisis de NAD a ADPR y Nicotinamida, tanto
como, la conversion de ADPR a ADP Ribosa Ciclico (cADPR), las NADasas también catalizan la sustitucion del motivo
nicotinamida por el acido nicotinico en NADP- obteniendo NAADP, estos derivados pueden disparar la liberacién de calcio

intracelular. [3]
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1.2.2 Sintesis del Dinucleotido de Adenina y Nicotinamida (NAD+)

A nivel general, la sintesis del NAD+ se lleva a cabo mediante dos mecanismos
principales (Figura 1-4), la sintesis de Novo cuyo precursor es el Quinolinato proveniente
del Tripté6fano o el Aspartato y las vias de reciclaje que integran los productos de
degradacién del NAD+ que son la Nicotinamida o Niacina y el Nicotinato o vitamina B3;
estos precursores son transferidos al fosforribosil pirofosfato (PRPP) por medio de
fosforibosiltransferasas especificas, dando como resultado Nicotinato Mononucleotido
(NAMN) o Nicotinamida Mononucleotido (NMN); Recientemente se ha descubierto un
nuevo precursor en levaduras y mamiferos: La Nicotinamida Ribosido (NR), la cual se
encuentra naturalmente en la leche y cuya incorporacion se da a través de las vias de
reciclaje. La NR también da lugar a NMN a través de una reaccién de fosforilacion por
una quinasa especifica (NrK1), no obstante también puede incorporarse NR por medio de
una conversion a Niacina a través de Nucleosido fosforilasas o Nucleosidasas Hidrolasas
no especificas para NR (Pnpl, Meul y Urhl). (Figura 1-4) [5]

En levaduras y mamiferos, la via de reciclaje es iniciada por la rotura de NAD+ a cargo
de las NAD+ glicohidrolasas y la consecuente liberacién de Nicotinamida. Esta es
incorporada a la sintesis del NAD+ a través de dos vias: en bacterias y levaduras se da a
través de la via Preiss-Handler que involucra la deaminaciéon de la Nicotinamida por la
Nicotinamidasa a Acido Nicotinico (NA) esta reaccion es seguida por la sintesis del Acido
Nicotinico Mononucleotido (NaMN) catalizada por la enzima Fosforibosil Transfersa de
Acido Nicotinico (NaPRTasa), siendo este intermediario incorporado a la via de novo. Por
otra parte en mamiferos la Nicotinamida es directamente convertida a Nicotinamida
Mononucleotido (NMN) por la NaRPT y luego a NAD+ por la Nicotinamida/Nicotinato
Mononucleotido Adenilil Transferasa (NMNAT). En hongos y mamiferos que obtienen de
la dieta Nicotinamida Ribosido, esta se fosforila para dar lugar NMN por la Nicotinamida

Ribosido Quinasa, la cual es convertida a NAD+ también mediante la NMNAT. [3, 29, 30]

El paso final en la biosintesis del NAD+ en donde ambas moléculas (NMN o NAMN) son
convertidas en los correspondientes dinucle6tidos consiste en una reaccion de
adenilacion que implica una transferencia reversible del motivo AMP del ATP sobre el

Mononucledtido de piridina (NMN o NAMN) y es catalizada por la Nicotinamida/Nicotinato



Mononucleotido Adenililtranferasa (NMNAT; EC 2.7.7.1). (Figura 3) [5, 12, 29, 31]
Constituyendo el paso comun entre todas las vias de sintesis anteriormente descritas y
por ende la reaccion limitante para la generacion de NAD+. Por este motivo, se han
llevado a cabo muchos estudios en diversos organismos con el objetivo de caracterizar

esta enzima mediante aproximaciones de biologia molecular y bioquimica.

Figura 1-4: llustracion de la biosintesis del NAD+ en Eucariotas. QAPRT: Acido quinolinico fosforibosil transferasa,
NADS: Nicotinamida adenina Dinucle6tido sintasa, NAPRT: Acido Nicotinico Fosforibosil transferasa, NMPT: Nicotinamida

fosforibosil transfereasa, NRK: Nicotinamida ribosido quinasa.[29]
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1.2.3 La Nicotinamida / Nicotinato Mononucle6tido Adenilil
Transferasa (NMNAT)

La NMNAT es una enzima perteneciente a la familia de las Nucleotidil Transferasas,
presenta como caracteristica fundamental dominios de unién a dinucleétidos a/f cuyo
nacleo corresponde a un dominio conocido como plegamiento tipo Rosman caracteristico
de las proteinas de unidon a NAD+ que consiste precisamente en una serie de laminas 8
anti paralelas rodeadas de hélices a. El numero de estas estructuras secundarias varia
en cantidad como se ha visto en las estructuras NMNAT determinadas
experimentalmente (Figura 1-5). [28, 32, 33]

FIGURA 1-5: Representacion en Cintas de la NMNAT de Diferentes Fuentes. El dominio corto C-Terminal coloreado en
azul. El elemento estructural, mas un gran bucle o un bucle y una pequefia lamina 8 que conecta dominio a/8 a el C-
terminal representados en naranja. Tales elementos estructurales son sujetos a cambios conformacionales que
acompafian la catalisis y proveen una contribucién clave a la estabilizacion del acoplamiento oligomérico en todas las
NMNAT caracterizadas por su estructura cuaternaria de dimeros, tetrAmeros o hexameros. [32]

=__ \
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Se han propuesto dos mecanismos para la sintesis de NAD+: el primer mecanismo
asume una reaccién de doble desplazamiento que involucra la formacién de un
intermediario covalente adenilil-enzima y la liberacion del Pirofosfato (PPi), seguida por la
transferencia del grupo adenilil a la NMN para formar NAD+, mientras el segundo
mecanismo describe un atague nucleofilico del a-Fosfato del NMN sobre el a-Fosfato del
ATP para formar NAD+ y liberar PPi. Estudios de resonancia magnética nuclear de la
sintesis del NAD+ tanto como estructuras cristalinas en complejo con reactantes,
soportan el mecanismo del ataque nucleofilico. Pero un completo entendimiento de la

quimica catalitica espera una informacion estructural més detallada.[28]

Se han obtenido resultados positivos en la busqueda de la NMNAT en todos los
organismos en los cuales se ha investigado desde arqueobacterias hasta mamiferos. En
procariotas los alineamientos de secuencias NMNAT en varios organismos muestran
homologia, sin embargo, existe gran variabilidad entre las especies, eso es consistente
con la heterogeneidad evidenciada en los procariotas tanto en su metabolismo como en
su composicién genética. Por otra parte, en levaduras se han clonado dos isoformas que
difieren en las secuencias activadoras cadena arriba (UAS) de sus promotores por lo
cual reclutan diferentes factores de transcripcién y por esta razén la expresién de cada
una de ellas muestra perfiles diferentes durante eventos como: el cambio de
fermentacion a respiracibn como fuente primaria de energia y esporulacion en

condiciones de crecimiento desfavorables. [27, 28]

En humanos se han descrito y caracterizado tres isoenzimas NMNAT, cada una de las
cuales presenta una afinidad distinta por el sustrato, una localizacion subcelular y tisular
particular y una estructura cuaternaria diferencial, es asi como la HSNMNAT-1 se ubica
en el nacleo y se asocia a la Poli-ADP-Ribosa Polimerasa (PARP), la HSNMNAT-2 se
encuentra ubicada en Golgi y la HSNMNAT-3 se encuentra confinada a la mitocondria
(Figura 1-6). Incluso, se ha demostrado actividad NMNAT en eritrocitos, al parecer por la
aparicion de una isoforma alternativa antes de la diferenciacién terminal del linaje
eritrocitico.[27, 32—-34]

La NMNAT reviste un especial interés médico y ha sido propuesta como un blanco
terapéutico relevante en relacion con distintas patologias humanas.[28, 29, 33, 35] La

NMNAT cataliza la conversion metabodlica de potentes drogas antitumorales como la
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Tiazofurina y la Benzamida Ribosido a sus formas activas las cuales son analogos del
NAD+. También se ha observado actividad chaperona de la NMNAT que genera
proteccion a células con desordenes como degeneracion axonal inducida por dafio, en
experimentos de sobreexpresion en distintos linajes, esta actividad chaperona, se
correlaciona con la sintesis de ADN durante el ciclo celular. Adicionalmente la actividad
NMNAT se ve disminuida en células tumorales, por lo que se propone como como un
blanco terapéutico. De hecho los pasos involucrados en la sintesis del NAD+ estan ya
siendo utilizados como blancos de quimioprevencion, radiosensibilizacion y terapia en un
amplio rango de enfermedades tales como cancer, Alzheimer, esclerosis multiple y la
enfermedad de Huntington. [32]

FIGURA 1-6: Compartimentalizaciéon de la Biosintesis del NAD+ (P) y Principales Vias de sefializacién Mediadas
por NAD (P) en Células Eucariotas. Abreviaciones: ART, mono-ADP-ribosiltransferasa; TCA, Ciclo del Acido Citrico;
cADPR, ADP-ribosa Ciclico; ER, reticulo endoplasmico; NAADP, Dinucleétido de adenina y acido nicotinico fosfato;
NADase, NAD glicohidrolasa/ADP-ribosil ciclasa bifuncional; NMNAT, nicotinamida/nicotinato Mononucleétido

adenililtransferasa; PARP, poli-ADP-ribosa polimerasa.[12]
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1.3 Metabolismo del Dinucleotido de Nicotinamida 'y
Adenina (NAD+) en Giardia lamblia

En la base de datos de Giardia DB, se reportan para del transcriptoma del parasito dos
secuencias candidatas para la NMNAT. [1] en trabajos realizados en nuestro grupo de
investigacion mediante herramientas bioinforméticas se analizaron las secuencias
mediante alineamientos mdultiples para obtener indicios acerca de las relaciones
filogenéticas con otras secuencias homologas en diversos organismos representativos de
los diferentes filum vivientes (Figura 1-7 y 1-8). Con esta informacién se procedi6 a la
clonacion de ambas secuencias en células de E.coli Linaje TOP 10 y finalmente a la
expresion de las mismas en cepas de E.coli BL21, de estos andlisis se obtuvo la primera
evidencia de la expresion a nivel proteico de ambas isoenzimas. [6—8]. Adicionalmente se
detectd actividad NMNAT in vitro para ambas isoenzimas candidatas (GINMNT-A y B) a
través de ensayos enzimaticos acoplados empleando la enzima Alcohol Deshidrogenasa
(ADH EC: 1.1.1.1) en los cuales la actividad adenilil transferasa (Sintesis de NAD+ a
partir de NMN y ATP) se detect6 mediante la mediciébn espectrofotométrica de la
reduccion del producto (NAD+ - NADH) a 340nm empleando ensayos de
Inmunoabsorcién ligados a Enzimas (ELISA). Los anteriores trabajos abren paso a la

realizacion de posteriores estudios in vivo en el parasito.

En este documento se abordaron dos nuevas aproximaciones con el objetivo de
determinar aspectos importantes para la caracterizacion de las NMNAT como la
determinacion la localizacion celular de la enzima en el parasito y la evaluacion de la
expresion de la misma durante el ciclo de vida del mismo, generando datos claves que

contribuyen a dilucidar la dinamica de la sintesis del NAD+ en G. lamblia.
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Figura 1-7. Arbol de distancias construido por el método de Neighbor Joining (NJ) (CLC Sequence Viewer 6.2).
Secuencias empleadas: E. coli (gi|253774980), B. subtilis (gi|22218987), S. aureus (gi|253733155), S. cerevisiae 1
(9i|6323360), S. cerevisiae 2 (gi|6321447), A. thaliana (gi|42568561), D. melanogaster A (gi|45550828), D. melanogaster B
(gi|45551972), M. musculus 1 (gi|187953935), M. musculus 2 (gi|57242975), M. musculus 3 (gi|62027527), H. sapiens 1
(9i|20070321), H. sapiens 2.1 (gi|24307989), H. sapiens 2.2 (gi|25141325), H. sapiens 3 (gi|30039706), G. lamblia A (gi
159113174), G. lamblia B (gi 159108475). [8]
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Figura 1-8. Comparacién de las Secuencias de Aminoéacidos de las isoenzimas gINMNAT-A y B con Secuencias
Homologas. Los asteriscos (+) sefialan aminoacidos idénticos; el punto (.) y los dos puntos (:) indican respectivamente
una sustitucién sinbnima o no sinénima de un aminoacido conservado. los residuos cerrados en una caja gris
corresponden a los motivos de unién a ATP caracteristicos de las NMNATs. El alineamiento mltiple fue realizado
empleando ClustalW2. [6]
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo General

Estudiar la Nicotinamida Nicotinato Adenililtransferasa de Giardia lamblia (JINMNAT) a

través de la determinacién de su localizacién y niveles de expresion intracelulares.

2.1.1 Objetivos Especificos

1. Desarrollar, producir y purificar anticuerpos aviares a-gINMNAT (IgYs)
2. Determinar la localizacion subcelular de la gINMNAT mediante inmunolocalizacion

3. Analizar la localizacion de la enzima gINMNAT usando un vector transgénico de

expresion en Giardia lamblia

4. Establecer la expresion de la enzima a nivel proteico, durante el ciclo biologico de

Giardia lamblia.

5. lIdentificar la expresién de la enzima a nivel transcripcional, durante el ciclo

biol6gico de Giardia lamblia.
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2.2 Justificacion

La dinamica de la sintesis y consumo de NAD+ esta hasta ahora empezando a ser
dilucidada en un modelo evolutivo tan importante como Giardia, y es por ello valioso el
desarrollo de aproximaciones metodoldgicas como la de este trabajo, encaminadas
dilucidar el patrén de expresion y localizacion de la enzima clave en la sintesis de esta
molécula central, esto contribuira a la determinacion de la divergencia de la maquinaria
celular metabdlica basal eucariota para la sintesis del NAD+. Los resultados obtenidos en
trabajos previos, ademas del conocimiento generado, son un reflejo de la importancia del
NAD+ para Giardia.

Los datos obtenidos para modelos protozoarios como Giardia cercanamente
relacionados a los agentes patolégicos de alta relevancia en el trépico como:
Tripanosoma, Leishmania y Plasmodium son fundamentales para el descubrimiento de
posibles divergencias entre eucariotas primitivos y sus correspondientes huéspedes
mamiferos, esto generaria conocimiento basico del cual podria partirse para el desarrollo

de posibles mejoras en los tratamientos y/o nuevos blancos farmacologicos.



23

3.Metodologia

3.1 Analisis Bioinformaticos

3.1.1 Andlisis de Secuencia Primaria de la Proteina gINMNAT

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la enzima Nicotinamida/Nicotinato
Mononucleotido AdenililTransferasa de G. lamblia (gINMNAT), identificada con el cédigo
0i|159113174l, desde la base de datos del GenBank [42]. Se realiz6 la prediccion
funcional con base en la estructura primaria a través del CDC (Conserved Domain
Database). Finalmente, se descartd una determinacion estructural previa, mediante una
busqueda en la base de datos de estructuras tridimensionales PDB (Protein Data Bank)
[36, 37].

3.1.2 Generacion de un Modelo Estructural parala gINMNAT

El modelo tridimensional fue generado a partir del servidor ITASSER® [38] y se realiz6
por Hilado (Threading), el modelo se fundamenté en la estructura de la isoenzima
NMNAT 1 de Homo sapiens (HSNMNAT-1 Cddigo PDB: 1kqoA). Las validaciones
energéticas y estructurales del modelo se realizaron a través del Programa
SwissPDBViewer, [39] el servidor ProSA, [40] vy el servidor Rampage [41].
Posteriormente se realiz6 el procesamiento, analisis y generacion de iméagenes
estructurales a través del Programa USCF Chimera. [49] La comparacion entre el
modelo y la estructura humana se basé en el calculo de la raiz de desviacion media al
cuadrado entre atomos pares (RMSD) empleando MatchMaker — Chimera (algoritmo
Smith-Waterman) hasta obtener distancias méaximas de 2,0 A entre 4tomos pares mas

distantes).

LEl porcentaje de identidad obtenido (< 30%) permitid escoger el servidor ITASSER.
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3.2 Produccion de Anticuerpos Aviares (IgY-agINMNAT)

3.2.1 Purificacion de la Proteina Recombinante (His-gINMNAT) a
Partir de Cuerpos de Inclusion

La expresion de la proteina recombinante His-gINMNAT se realiz6 mediante la induccion
del clon E. coli BL21-gINMNAT-pet100, bajo las condiciones de temperatura, tiempo y
concentracion del agente inductor (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésa (IPTG))
establecidas previamente [13,14] Empleando medio LB con ampicilina. Las células se
colectaron mediante centrifugacion a 8000rpm durante 5 min a 4°C, los pellet obtenidos
se re suspendieron en buffer de lisis (1mg/ml de lisozima, 300mM NaCl, 50mM NaH,PO,
pH 8,0/NaOH) utilizando 5ml por cada gramo de peso humedo celular. Esta re
suspension se incubo durante 30 min con agitacibn constante. Las muestras se
sometieron a 10 ciclos de congelamiento-descongelamiento con nitrégeno liquido y agua
a 37°C. Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y se
separaron las fracciones solubles de las insolubles. Las fracciones obtenidas se

analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.

La fraccion insoluble de la lisis previa se encuentra enriquecida en la proteina de interés,
en forma de cuerpos de inclusion. Las fracciones insolubles se homogenizaron en 3 ml
de buffer de lavado 1 (2 M urea, 100 mM Tris/HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 2%
Triton X-100) y se centrifugaron a 12000 rpm durante 30 min a 4°C. Este paso de lavado
se realiz6 dos veces. El pellet obtenido se homogenizé nuevamente bajo las condiciones
descritas anteriormente en buffer de lavado 2 (100 mM Tris/HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5
mM DTT). El pellet resultante se homogenizé en 900 pl de buffer de resuspension (8 M
hidrocloruro de guanidina, 50 mM Tris/HCI pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT), se
centrifugé a 14000 rpm a 4°C durante 1h y se separaron las fracciones solubles
(correspondientes a los cuerpos de inclusion solubilizados) de las fracciones insolubles.
La fraccion soluble se dializé a 4°C con 400ml de 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7.5
durante 18 horas. La purificacion de la proteina recombinante His-gINMNAT fue

analizada por SDS-PAGE 12%, tefiido con azul de Coomassie. [23]
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3.2.2 Inoculacion de Gallinas con la Proteina Recombinante His-
gINMNAT

Se utilizaron tres gallinas Babcock Brown de 19 semanas de edad por cada tratamiento,
se inoculo la proteina His-gINMNAT previamente purificada de los cuerpos de inclusion
por una puncién intramuscular. Se emplearon tres gallinas para la produccion de
anticuerpos tipo IgYs contra la proteina His-gINMNAT y una gallina de la misma linea
como control. [42] Se utiliz6é una emulsion homogénea del antigeno His-gINMNAT
mezclado con el adyuvante completo (para la primera inoculacién) o incompleto (para los
refuerzos) de Freund, la mezcla fue llevada a volumen con PBS y fue homogenizada por
vortex. La gallina control se inoculdé con adyuvante completo o incompleto sin antigeno.
Las inmunizaciones se realizaron a los 0, 15 y 42 dias (Tabla 3-1). Se colectaron huevos
desde el dia cero y durante los seis primeros meses posteriores a la inoculacion [11].

Tabla 3-1: Sistema de Inoculaciones Usado en las Gallinas

His-GINMNAT Conitrol
Dia 0 15 42 0 15 42
_ Completo | Incompleto | Incompleto | Completo | Incomplets | Incompleto
Adyuvante |50 ) 150 ul 150 pl 150 ul 150 150 ul

LD 150 150 150

(ng) - - - -
Volumen
myvectado 300 300 300 3040 300 300

ul}

3.2.3 Purificacion de Anticuerpos (IgY) a partir de Yema de Huevo

El esquema de purificacion fue el mismo para todos los huevos.[43] Este proceso inicia
con la ruptura manual de los huevos y la remocion cuidadosa de la clara. Posteriormente
la yema es lavada dentro de su membrana protectora, con varios volimenes de agua

destilada, que luego es depositada con cuidado sin la membrana protectora en una
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probeta graduada. Se adicionan 9 voliumenes de agua destilada y se equilibra pH de la
solucién en 5,0 con HCI 0,1M. Se somete la solucién a agitacion constante ON a 4 °C y
se centrifuga a 8000 x g durante 30 minutos a 4 °C. A continuacion, se separa el
precipitado del sobrenadante, conservando este Ultimo a -80°C. A 2ml del sobrenadante
se adicionan sulfato de amonio macerado, hasta lograr un 60% de saturacion. El conjunto
es sometido a agitacion constante a 4 °C ON. Se centrifuga la solucion a 8000 x g
durante 30 minutos a 4 °C y se separa el sobrenadante del pellet. Este es resuspendido
en 2 ml de PBS. Las muestras son conservadas a -20 °C (anticuerpo primario). [9, 44].

3.2.4 Deteccion de IgY-agINMNAT Mediante Ensayos por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA):

Se determinaron los picos de mayor produccion de IgYs, realizando inmunodetecciones
contra el antigeno His-gINMNAT mediante ensayos ELISA. Se realiz6 ELISA indirecto en
placas de 96 pozos, fijando 100 ul de una solucion 10ug/ml del antigeno correspondiente
His-gINMNAT en buffer carbonato pH 9,6 [44, 45]. Se cubre la placa, incubando 1 h a
37°C y/o Toda la noche 4°C. Se realizan 3 lavados con PBST previamente enfriado y un
lavado con agua destilada. Posteriormente se adicionan a cada pozo 200 ul de PBS-
Leche descremada 5%, se cubre la placa y se incuba a 37°C 2h. Nuevamente se lava la
placa con las consideraciones ya mencionadas y se adicionan 100 ul de la dilucion del
anticuerpo primario (1:100), incubando 1 h a 37°C. Se lava la placa y se adicionan 100 pl
de la dilucién correspondiente del anticuerpo secundario Anti-Chicken IgY (IgG) (whole
molecule) —Peroxidase antibody Sigma producido en conejo, incubando durante 1 h a 37
°C. Finalmente se lava nuevamente la placa y se adiciona a cada pozo 100 pl de una
solucion compuesta por una tableta de O-Fenilen diamina dihidrocloruro (OPD Thermo
scientific) disuelta en 10 ml de buffer citrato-fosfato pH 5.0 con 74 ul de H,O, 4%,
preparada inmediatamente antes de usar, incubando 20 min a 37°C en oscuridad. La
reaccion se detiene con 100 pl de H2S0O4 2.5M y se lee la absorbancia de los pozos a

490nm. Todos los reactivos son preparados en agua mQ.

El blanco se realiza incubando PBS-Leche descremada 5% en lugar del antigeno. Se
tienen 3 controles negativos. Se realiza el mismo protocolo descrito anteriormente, pero

en el primer control no se adiciona anticuerpo primario, en el segundo no se agrega
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anticuerpo secundario y el tercero no tiene anticuerpo primario ni secundario. El control
positivo consiste en fijar anticuerpo secundario a la dilucién de trabajo en lugar de
antigeno. [44] Las muestras correspondientes a las alicuotas con mayor absorbancia,
son procesadas con sulfato de amonio de acuerdo al procedimiento descrito

anteriormente.

3.2.5 Purificacion de IgY-agINMNAT Mediante Resina Tiofilica

La purificacion de las inmunoglobulinas se realiz6 empleando el kit Pierce® Thiophilic
Adsorbent (Thermo), cuyo principio de purificacién se basa en la afinidad de las IgYs por
los grupos sulfonatos de las resinas suministradas. [46] Se adicionan 87 mg de sulfato de
sodio por cada ml de soluciéon a la muestra. Se dializa a 4°C toda la noche, se centrifuga
2 veces a 10000 x g durante 30 min, se filtra tres veces utilizando papel filtro Whatman y
dos veces a través de filtros de 0.45 uym. Se utiliza el kit Pierce® Thiophilic Adsorbent,
equilibrando la columna con 24 ml de buffer de unién (Sulfato de potasio 0.5 M, fosfato
de sodio 50 mM, azida de sodio 0.05% pH 8.0). A continuacién se aplica la muestra y se
recogen fracciones de 2ml que son leidas a 280 nm utilizando agua destilada como
blanco. Se adicionan =30 ml de buffer de unién, hasta que la absorbancia regresa a la
linea base. Luego, las inmunoglobulinas son eluidas, utilizando 24 ml de buffer de elucién
(fosfato de sodio 50 mM, azida de sodio 0.05% pH 8.0). La columna es regenerada con
10 ml de buffer de regeneracion (guanidina clorhidrato 8M) y lavada con 20 ml de agua
mQ. Finalmente se adicionan 6 ml de buffer de almacenamiento (0.5 M Tris, azida de
sodio 0.05% pH 7.4) y se almacena la columna a 4°C.

Para corroborar la separacion realizada en la cromatografia tiofilica, se realiza
nuevamente un ELISA con el procedimiento descrito anteriormente, a cada una de las
fracciones recogidas de la columna. Las fracciones con mayores absorbancias se juntan
y alicuotan, tras adicionar glicerol 10% (V/V). La alicuota de trabajo se almacena a 4°C,

las alicuotas restantes se almacenan a -80°C. [44]

El procedimiento completo de purificacion de IgY se sigue a través de geles SDS-PAGE.



28

3.2.6 Purificacion de Anticuerpos IgY-agINMNAT a Partir de
Membranas de Western Blot

En un gel SDS PAGE al 12%, se cargé 1mg de proteina recombinante His-gINMNAT, se
transfiri6 a una membrana de PVDF y se tifio reversiblemente con una solucion de
Ponceau S. las bandas correspondientes al peso esperado de la His-gINMNAT (31kDa.)
fueron cortadas y pre tratadas con una solucién de glicina 100mM pH 2,5 por 10 min.
Posteriormente fueron lavadas 5 min con 100ul de TBS-T, luego las membranas fueron
bloqueadas con TBS-T leche al 5% durante 1h a temperatura ambiente y lavadas con
TBS-T tres veces. Posteriormente las membranas fueron sumergidas en una alicuota de
100ul del anticuerpo puro durante 18 horas a 4°C en agitacion. El anticuerpo IgY-
agINMNAT purificado es eluido al incubar la membrana con 100ul del Glicina 100mM pH
2,5 durante dos minutos. Seguidamente el anticuerpo eluido es neutralizado de la
solucion adicionando 10 ul de Tris HCL 2M pH 8,5. La elucion es repetida 3 veces
obteniendo un volumen final de 300ul llegando a una concentracion final de Tris HCL
150mM. Los anticuerpos IgY-agINMNAT puros y eluido fueron cuantificados mediante un
ensayo de Bradford. [47]

3.2.7 Evaluacion de los Anticuerpos IgY-agINMNAT Purificados
por Dotblot

Se sembraron 500ng de antigeno His- gINMNAT sobre membranas de nitrocelulosa, se
bloquearon las membranas utilizando PBS-Leche descremada 5% durante 2h a
temperatura ambiente. Después, se sumerge la membrana en el anticuerpo primario IgY-
agINMNAT eluido desde el western blot a temperatura ambiente durante 1 hora, como
control positivo se usa el anticuerpo IgY obtenido de la resina tiofilica en dilucién 1:50, se
lava con TBS-leche al 5% durante 10 minutos 3 veces. Luego se sumergen en 1ml del
anticuerpo secundario a-Gallina-HRP (sigma) en una dilucién 1:2000 en TBS durante 1 h
a temperatura ambiente. La membrana es lavada con TBS durante 10 minutos 3 veces.
Finalmente la membrana es puesta en solucion de revelado (1 ml de 4-cloronaftol 3% en
metanol, 5 ml TBS, 5 ul H202 30%) durante 15 minutos. La reaccion se detiene en agua

destilada. Se utiliza como control negativo 500 ng de BSA. [44]
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3.3 Produccion de Anticuerpos Murinos (IgG-agINMNAT)

La obtencion de las inmunoglobulinas se realiz6 empleando protocolos estandarizados
previamente [42]. Usando el sobrenadante obtenido en el proceso de dialisis de los
cuerpos de inclusibn como antigeno para la inoculacion. Se inocularon
intraperitonealmente dos ratones hembra Mus musculus BALB-C de seis semanas de
edad por cada tratamiento (Tabla 3-2). Las emulsiones antigénicas se prepararon en el
adyuvante completo o incompleto de Freund, mezclando el volumen apropiado del mismo
con el adyuvante en cuestion y completando el volumen de inyeccion con PBS. Como
control de inmunizacién se inyect6 PBS preparado en el adyuvante apropiado para
obtener el suero no relacionado. Dos semanas después de la cuarta inoculacion, se
tomaron 100 pl de sangre periférica de cada individuo. Estas muestras se incubaron a
37°C durante 10 min (coagulacién) y se centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4°C. El
suero obtenido (sobrenadante) se suplementé con glicerol 10% (V/V) y se almacené a -
80°C. Este proceso se repitid una semana después. Finalmente, se obtuvo la sangre total
de los ratones cuando se completaron cuatro semanas luego de la dltima inoculacién
[42].

Tabla 3-2: Esquema de Inmunizacion para la obtencion del IgG-agINMNAT en el modelo

murino
Primera Segunda Tercera Cuarta
Inoculacion | Inoculacion | Inoculacion | Inoculacion
Dia 0 2 16 24
Adyuvante Completo Incompleto | Incompleto | Incompleto
Cantidad de ~ 50 ~ 50 ~ 50 ~ 50
Antigeno (ug)
Volumen de 350 350 350 350
Inyeccion (ul)
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3.4 Evaluacion y Titulacién de los Anticuerpos IgG o IgY-
agINMNAT

3.4.1 Evaluacion del Titulo de los IgG o IgY-agINMNAT por
Western Blot

Se realizd la separacion electroforética del antigeno obtenido desde los Cuerpos de
inclusion mediante SDS-PAGE en geles discontinuos, cargando entre 500 ng y 15 ng del
mismo en los respectivos carriles. Las proteinas se transfirieron hacia membranas PVDF
o Nitrocelulosa (Millipore) previamente preactivadas aplicando una corriente de 200 mA
durante 2h en buffer de transferencia (0.2 M glicina, 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 10% (V/V)
metanol). La efectividad de las transferencias se evallto con solucién de tincién reversible
Ponceau S. Posteriormente, las membranas se bloquearon durante 1 h o 2 h con
solucion de leche descremada 5% (P/V) en TBS-Tween (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI
pH 7.5, 0.1% (V/V) Tween 20) o en TBS sin Tween. La Inmunodeteccién del antigeno se
realizd utilizando los anticuerpos primarios: murino (IgG) o aviar (IgY) en diferentes
diluciones, siendo para el anticuerpo IgG (1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000) del suero
sanguineo obtenido en TBS-T y para el IgY (1:50, 1:100, y 1:200). Como anticuerpos
secundarios se usaron para los antisueros murinos los anticuerpos anti-ratén conjugado
a biotina (1:5000) o anti-ratbn conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) (1:2000)
(Sigma). Para los anticuerpos aviares se usaron los respectivos anticuerpos secundarios
anti-gallina conjugado a biotina (1:2000) o anti-gallina conjugado a HRP (1:2000),

dependiendo del sistema de revelado cromogénico empleado en los diferentes ensayos.

La deteccion cromogénica de los complejos inmunoldgicos se realizé utilizando los
sistemas de revelado: (i) estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina (1:3000)
(Promega) y los sustratos NBT (50mg/ml) y BCIP (50mg/ml) (Promega) en buffer sustrato
(150 mM NaCl, 100 mM Tris/HCI pH 9.0, 1 mM MgCl,). (ii) Peroxidasa de rdbano (HRP)
(1:2000) (sigma) con el sustrato peréxido de Hidrogeno al 30% en solucién de TBS con
4-Cloro-Naftol al 20%. La deteccion inmunoldgica se detuvo con agua destilada al
evidenciar productos coloreados sobre las membranas. Entre los cambios de anticuerpos

y fosfatasa alcalina se realizaron tres lavados con TBS-T leche o TBS leche de diez min
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cada uno. Después de incubar las membranas con la fosfatasa alcalina, estas se lavaron

como se menciond anteriormente con TBS-T.

3.4.2 Cuantificacion de Proteinas Mediante Bradford

La curva de calibracién de Bradford se realizé con Albumina de Suero Bovino (BSA). Los
patrones (0 ug/ml, 0.2 ug/ml, 0.4 ug/ml, 0.6 ug/ml, 0,8 ug/ml y 1ug/ml) de BSA en NaCl
0,15M se prepararon a partir de un stock de 10mg/ml de BSA. Se tomé 20ul de cada
patrén y se adiciono 980ul del reactivo de Bradford® previamente filtrado. Se incubo a
temperatura ambiente 5min. La curva se realizd con los valores obtenidos de la
determinacion espectrofotométrica de la absorbancia a 595nm en el eje Y, con su
respectiva equivalencia en la concentracion de BSA de cada patrén en (ug/ul) en el eje X
dando un R®no menor de 0,99 en cualquier caso. Una vez obtenida la curva se toman
20ul de cada patron® y se adicionan 980ul del reactivo de Bradford determinandose la
absorbancia de la muestra a 595nm. Con los datos de absorbancia se interpola la
concentracion de la muestra a través de la ecuacion de la recta obtenida de la medicion

previa de los patrones.

3.5 Deteccion y Localizacion de la Proteina gINMNAT en
Giardia lamblia

Con el objeto de estudiar la proteina NMNAT enddgena del parésito, se realizaron
estudios de Inmunodeteccion empleando extractos celulares y ensayos in vivo sobre el
parasito esto ultimo empleando dos estrategias metodoldgicas. La primera estrategia
consistié en la deteccion directa de la proteina gINMNAT sobre: células completas del
parasito, empleando los anticuerpos desarrollados contra la proteina His-gINMNAT
recombinante (IgY e IgG). La segunda estrategia implico la generacion de un vector de
expresion de la gINMNAT cuyo marco de lectura se fusion6 a una etiqueta de
hemaglutinina (HA) para la deteccion indirecta mediante Transfeccion transitoria del

parasito e inmunofluorescencia.

2 1mg/mL de Comasse Brillant Blue G-250, H3PO4 al 8,5%, 5% de Etanol en H20d
3 R constante matematica para la desviacidn de los datos

4 . . . -
Cuando la absorbancia de los patrones sea mayor a 3 unidades es necesario hacer diluciones
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3.5.1 Cultivo de Giardia lamblia

Se cultivaron in vitro trofozoitos de Giardia lamblia cepa WBCS6; los trofozoitos se
mantuvieron a 37°C en tubos estériles de poliestireno (Fischerbrand) de 13 mL y con 15°
de inclinacién en medio modificado Diamond’s TYI-S-33° pH 7,0 suplementado con 10%
de suero bovino y 0,5 mg/mL de bilis bovina, [48, 49] el medio contiene ademas
Penicilina y estreptomicina®. Para colectar los paréasitos los tubos fueron enfriados a 4°C
por 10 minutos, con el fin de que los trofozoitos adheridos a la pared del tubo se
despegaran. Los parasitos fueron colectados por centrifugacion a 1000 x g durante 10
minutos y el medio se retird. Los parasitos fueron lavados en PBS’ y de nuevo fueron
colectados por centrifugacion, este paso se repiti6 dos veces mas. En seguida se
resuspendieron en 1 mL de PBS y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga de 1,5

mL. Se contaron en un hemocitémetro Neubauer.

3.5.2 Induccidn de la Enquistacion In vitro de G. lamblia

La enquistacion se llevd a cabo siguiendo el procedimiento estandarizados previamente;
[49] el método consiste en tomar trofozoitos en la fase de crecimiento y exponerlos a una
alta concentracién de bilis y un pH levemente alcalino, luego los parasitos se retornan a
medio normal de crecimiento. Preinéculos de 1X10° células luego de 72h de crecimiento,
previamente contados son sometidos al estimulo de enquistacion a través de la adicion
del medio de enquistacion que corresponde al TYI-S-33 pH 7.8, suplementado con 10
mg/ml de bilis bovina. Posterior a la induccién se recogen parasitos a las 0, 6, 12 y 24
horas después del estimulo. Luego de las 24 horas los parasitos se retornan nuevamente
al medio normal de crecimiento (TYI-S-33). 24h después se colectan los parasitos
enquistantes que luego son sometidos a lisis hipoténica en agua MQ durante 24 horas
mas para eliminar células con enquistacion incompleta, finalmente los tubos son

centrifugados a 2500rpm y los quistes son contabilizados. La eficiencia de Enquistacion

5.1 Litro de medio TYI-S-33 contiene: 1,0g de K2HPO4 trihidratado, 0,6g de KH2PO4 anhidro, 20g de peptona, 10 g de extracto de
levadura, 10g de D-glucosa, 2g de clorhidrato de L-cisteina, 2g de Cloruro de Sodio, 0,1g de acido ascérbico, 22,8mg de citrato férrico
amonico, 0,5g de bilis bovina, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH. Se adicionan 100 mL de suero bovino. El medio se esteriliza por filtracion
a través de membranas de 0,2 um (Millipore).

6. Concentracion final del Antibidtico: 10U/mL de penicilina y 1 ug/mL de estreptomicina.

7 Buffer PBS: 0.1M Fosfato de Sodio, 0.15M NaCl, pH 7.3
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se determinara usando la formula % Enquistacién = (C/T) X100. Donde C es quistesy T

es trofozoitos.

3.5.3 Deteccion de la Proteina Endogena gINMNAT por Western
Blot

Las células de G. lamblia en estadio trofozoito fueron colectadas de los cultivos celulares
por centrifugacién a 2500 rpm durante 10 min y fueron lavadas con 8ml de PBS tres
veces. Se estimé la cantidad de células mediante conteo en camara de Neubaber y se
resupendieron en buffer de carga SDS 1x para SDS PAGE y se incubaron a 95°C
durante 5 min. 1x106 trofozoitos de G. lamblia (WB Clon C6) de la resuspension de
pardsitos se cargaron en geles SDS PAGE 12% y se separaron mediante electroforesis
y se desarrollo el protocolo de Western blot mencionado previamente para la
estandarizacion de la deteccién de la proteina recombinante utilizando igualmente los
dos sistemas de revelado: Estreptavidina-fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano. La
inmunodeteccion de la proteina gINMNAT endogena se realiz6 utilizando los dos
anticuerpos primarios producidos: IgG (1:500) e IgY (1:50) [6, 8, 23, 42]

3.5.4 Preparacion de Extractos Celulares de G. lamblia

Adicional a la deteccion de la proteina sobre extractos totales se realiz6 la deteccion en
fracciones celulares del parasito obtenidas como se describe a continuacion. Los
trofozoitos previamente cultivados y colectados se procesaron para la obtencion de
extractos citoplasmaticos: (i) mediante la adicion de 4 o 5 volumenes de buffer de
extraccion® por volumen del pellet obtenido, mas inhibidores de proteasas (Sigma P8340)
a una concentraciéon 100mM, las solucion se mantuvo en agitacién constate a 4°C por 1
hora y posteriormente se centrifugo a 12000rpm por 30 min. (i) Mediante Lisis de los
parasitos resuspendidos en buffer® por Sonicacién durante 3 minutos con pulsos de 15

segundos a 4°C, en un equipo Heat Systems-ultrasonic model W-225.

8. Buffer de extraccion: 300mM Tris-HCL pH 7.5, 50mM NaCl, Glicerol 10%, NP-40 0,5%, B-Mercaptoetanol 10mM, MgCl2 3mM, EGTA
1ImM

o Buffer de sonicacion: Buffer de extraccion: 300mM Tris-HCL pH 7.5, 50mM NacCl, Glicerol 10%, B-Mercaptoetanol 10mM, MgCl2
3mM, EGTA 1mM
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Se obtuvieron extractos nucleares a partir de la fraccidn insoluble resultante luego de la
centrifugacion, los pellet se resuspendierén en dos volimenes de buffer de extraccion
nuclear® y se incubaron en agitacién a 4°C durante 1 hora, finalmente se centrifugaron a
12000 rpm durante 30 min. En todos los casos el sobrenadante se cuantifica por el
método de Bradford previamente descrito y las alicuotas obtenidas son almacenadas a -
80°C. [49] Los extractos obtenidos fueron analizados por SDS PAGE al 12% y fueron

evaluados por western blot como se menciond previamente.

3.5.5 Deteccion por Inmunofluorescencia de gINMNAT en
Giardia lamblia

8x10° paréasitos en diferentes estadios, se centrifugaron (1000 g x 10 min) a 4°C y el
precipitado de células se lavo dos veces con buffer Fosfato salino 1X (PBS)' y se llevé a
un volumen de 500 pL, esta suspension se adiciono sobre una lamina de vidrio y se
incub6é a 37°C durante 45 min. Posteriormente se fijaron los parasitos mediante dos
métodos: (i) Agregando metanol durante 7 minutos a -20°C, luego se realizé la
permeabilizacién celular con acetona durante 5 minutos a -20°C [17, 50] o (ii) Agregando
10ul de una solucién de paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 10 min.
Para realizar la deteccién, las células se hidrataron sumergiendo la lamina seca en PBS.
Las células se bloguearon y permeabilizaron incubando con buffer de bloqueo (10%
Suero fetal Bovino, 0,5% Triton X-100 en PBS) durante 30-60 minutos a 37°C,
seguidamente se incubd el anticuerpo primario IgY o IgG a-His-gINMNAT previamente
desarrollado para la deteccion de la proteina endégena durante 1 hora a 37°C. De los
anticuerpos primarios desarrollados se evaluaron en diferentes diluciones, para el 1gG
(2:250, 1:500 y 1:1000), para el IgY (1:50 y 1:25). En el caso de la proteina HA-
gINMNAT, la deteccién se realizé al adicionar el anticuerpo IgG a-Hemaglutinina (aHA
1:500). Como anticuerpo secundario se empleé a-lgY-Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) o a-lgG-ALEXA 488, en diluciones 1:200 y 1:2500 respectivamente. Se realizé

tincion nuclear usando 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Lug/ml) en una dilucién 1:10000

10 Buffer de Extraccidn nuclear: 300mM Tris-HCL pH 7.5, 150mM Nacl, Glicerol 10%, B-Mercaptoetanol 10mM, MgCI2 3mM, EGTA
100mM

11 Buffer PBS: 0.1M Fosfato de Sodio, 0.15M NaCl, pH 7.3
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en PBS. Se observan y registran las imagenes en microscopio de fluorescencia o

microscopio confocal [23, 49].

3.6 Deteccion de la Proteina Transgénica HA-gINMNAT
en Giardia lamblia

3.6.1 Clonacion del Gen gINMNAT en un Vector de Expresion
para Giardia lamblia

Se amplifico el gen gINMNAT a partir de ADN gendmico de G. lamblia, usando los

siguientes iniciadores:

e Sentido: (ABamHIF) 5"CGCGGATCC.atg.aca.gcc.ctc.ata.atc.ttc.tgt.3
e Antisentido: (ANotIR) 5’ ATAAGAATGCGGCCGC.tta.gct.gta.gtg.ggct.3”

Las condiciones de amplificacion fueron: MgCI2 3mM, iniciadores 12,5 mM, dNTPs 0,2
mM, 2,5 U de Taq Polimerasa (Amplitaq). La reaccién de PCR se realizdé en un volumen
final de 25 pL. El ciclo térmico estandarizado fue: Denaturacion inicial (94°C, 5 min),
seguido de 30 ciclos de denaturacién (94°C, 5 segundos), anillaje (55°C, 45 s) y

extension (72°C, 1 min), por Gltimo se realiz6 una extension final de 72°C durante 7 min.

Se extrajeron los productos de amplificacion desde el Gel de agarosa usando el Kit
Montage Milipore™ y se realiz6 una reaccién de doble digestion enzimatica de los
amplificados de PCR y del vector pTubpacHA-NT con las endonucleasas de restriccion
Notl y BamHI. Los productos de digestion se incorporaron al vector mediante reacciones
de ligacion empleando la ligasa T4. Se transformaron células competentes E. coli TOP10
por el método CaCl2, usando choque térmico. Las colonias obtenidas se rastrearon por
PCR de colonia. [23, 37]
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3.6.2 Purificacion del Plasmido pTubpacHA-gINMNAT-A por
Maxiextraccion

Se realiz6 la purificacion a partir de colonias E. Coli TOP10 generadas con el vector
recombinante pTubpacHA-gINMNAT-A. Se partié de un cultivo de 50mL de la colonia de
interés seleccionada en medio LB-Ampicilina. La lisis alcalina se llevé a cabo segun una
adaptacion del Kit Plasmid Purification (Quiagen), los plasmidos obtenidos se

secuenciaron corroborando la identidad del gen clonado.

3.6.3 Transfeccion de Trofozoitos de G. lamblia

Se cultivaron tubos con células en estadio trofozoitos a fase logaritmica media, luego de
dos dias, cada tubo se enfrié sobre hielo y las células se colectaron por centrifugacion
(1000 x g por 10 min a 4°C). Los parasitos se re suspendieron en medio de cultivo TYS-I-
33" sin suero fetal bovino a una concentracion final de 3.33 x 107 células/ml. La alicuota
de la suspension celular concentrada se transfirid a una cubeta de electroporacion de 0,2
cm y fue puesta sobre hielo, luego, se adicionaron 50ug del respectivo ADN Plasmidico
(pTubpacNT-gINMNAT-HA o pTubpacNT) y se electro poro inmediatamente usando las
condiciones Ec2 (2.5kV, 5 msec y E=12,5 kV/cm) del equipo BioRad Micropulser™. [51]
La cubeta fue puesta de nuevo en hielo por 15 min, posteriormente se adiciono el
contenido de las cubetas a 7mL de medio de cultivo y se cultivd durante 24 horas. [48,
49]. La deteccion de la proteina transgénica HA-gINMNAT se realiz6 empleando

anticuerpos a-HA como se describe previamente.

12 1 Litro de medio TYI-S-33 contiene: 1,0g de K2HPO4 trihidratado, 0,6g de KH2PO4 anhidro, 20g de peptona, 10 g de extracto de
levadura, 10g de D-glucosa, 2g de clorhidrato de L-cisteina, 2g de Cloruro de Sodio, 0,1g de acido ascérbico, 22,8mg de citrato férrico
amonico, 0,5g de bilis bovina, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH. Se adicionan 100 mL de suero bovino. El medio se esteriliza por filtracion
a través de membranas de 0,2 um (Millipore).
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3.7 Evaluacion de la Expresion a Nivel Transcripcional
de la Proteina gINMNAT

3.7.1 Identificaciéon Transcripcional de la gINMNAT a partir de
ARNmM através de RT-PCR

Trofozoitos de G. lamblia fueron cultivados a media fase logaritmica, los parésitos fueron
colectados, lavados y contados como se describe anteriormente. Para la extraccion de
ARN, 700 ul de trizol fueron adicionados a 60x10° trofozoitos que fueron resuspendidos
completamente e incubados a durante 30 min a 25°C, luego se adicionaron 140ul de
cloroformo, se mezclé e incubo durante 2-3 minutos a 25°C, luego, se centrifugo a 12.000
X g. por 15 minutos a 4°C. El ARN presente en la fase acuosa se precipito con 350ul de
alcohol isopropilico previamente frio, incubando 30 min a 25°C. El pellet fue lavado con
700ul de etanol al 75% vy centrifugado a 7500g por 5 minutos a 4°C. Finalmente el ARN
se resuspendié en agua DEPC. Con este material de partida se realiz6 la reacciéon de
transcripcién reversa para la obtencion del ADNc usando el Kit Quarta Bio Reverse
Transcriptase RNAse H minus. Posteriormente, se realizd la reaccion de PCR usando el
ADNCc sintetizado, siguiendo las condiciones de PCR previamente estandarizadas para
todos los ensayos anteriores y los iniciadores generados para la clonacion a partir de
ADN genomico. Los resultados fueron visualizados en geles de agarosa al 1% en buffer
TBE 1X, tefiidos con bromuro de etidio. [13,14 y 15]
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4.Resultados y Discusion

4.1 Caracterizacion Estructural de la Proteina gINMNAT
Mediante Herramientas Bioinformaticas

4.1.1 Analisis de Secuencia Primaria y Validacion del Modelo
Tridimensional de la Proteina GLNMNAT

La secuencia de nucle6tidos y aminoacidos fue obtenida a través de la busqueda en la
base de datos de Giardia DB. La secuencia de aminoacidos para gINMNAT fue evaluada
a través de la base de datos de Interpro que asigno estructuralmente a la secuencia a la
superfamilia Nucleotidil Transferasa en la clase de proteina alfa beta con plegamiento
tipo hidrolasa alfa adenina nucleétido,[52] adicionalmente la busqueda en la base de
datos de dominios conservados (Conserved Domain Database [CDD]) la categoriz6 como
una enzima Nicotinamida Mononucledtido AdenilTransferasa correspondiente a la
categoria funcional de biosintesis del NAD+, validando la proteina como un candidato
real para la enzima de interés.[53] La busqueda en la base de datos Protein Data Bank
(PDB) permiti6 corroborar que la estructura tridimensional de la enzima no ha sido

determinada experimentalmente. [54]

Para obtener indicios de la ubicacion celular de la NMNAT, se realiz6 la prediccién de
una posible secuencia sefial, a través del servidor PSORT I, [55] el cual determina que la
proteina se podria localizar citoplasmaticamente con un 47,8% de probabilidad y que se
podria localizar nuclearmente con 17,4% de probabilidad. La confiabilidad entre la
discriminacion nuclear y citoplasmatica en este servidor para este ensayo es del 76,7%,
sin embargo el umbral de localizacion esta por debajo del 50% para cualquiera de estos

dos compartimientos.



40 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia
(gNMNAT): Determinacion de la Localizacidon Subcelular y Aproximacién Estructural

Con base en la informacién anterior realizo un modelo tridimensional de la proteina a
partir de su estructura primaria utilizando el servidor ITASSER que realiza una inferencia
estructural por el algoritmo de Threading (Figura 4-1 A).[38] Este analisis fue
desarrollado, con el objetivo de obtener informacién acerca de la relaciébn Estructura-
Funcion. El analisis arrojo la identificacion de conformaciones tipicas en cuanto a
estructura secundaria y terciaria; como también, de segmentos clasificados como
regiones desordenadas y de alta energia. Para realizar plegamiento los servidores
utilizan como plantilla las estructuras de las proteinas mas cercanamente relacionadas

que para este caso fueron:

> 26% Similaridad con la enzima NMNAT-1 humana localizada en el nucleo.

» 24% Similaridad con la enzima NMNAT-2 localizada en citoplasma y aparato de

Golgi.
» 22% Similaridad con la enzima NMNAT de Staphylococcus aureus

> 21% Similaridad con la enzima NMNAT de Escherichia coli

De estos datos obtenidos la similaridad mas alta se presenté con la estructura de la
NMNAT-1 humana que ha sido resuelta experimentalmente a través de cristalografia de

rayos X y que se representa en la Figura 4-1 B.

Figura 4-1: Representacién Estructural en Cintas para las NMNAT. A) Estructura de la gINMNAT
generada por el servido ITASSER. B) Estructura para la HSNMNAT (1kqo) determinada experimentalmente
por cristalografia de rayos X. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.

A) B)




Las estructuras generadas para gINMNAT presentan una energia favorable, (E= -
10383.553 Kj/mol). Adicionalmente, la energia de los enlaces @ y ¢ de los residuos de
aminodcidos obtenida del diagrama de Ramachandran, los ubica en regiones energéticas
validas para la generacion de estructuras secundarias tipicas; se encontraron 213
residuos en regiones favorecidas, equivalente a un 88.8%. 13 residuos en regiones
permitidas equivalentes a 5.4%, esto sumado da un total de 93,4% residuos en regiones
vélidas para este modelo. Este valor esta un 4,6% por debajo de lo aceptado segun la
literatura (~98%), pero que es compensado por un bajo nimero de residuos en regiones
no permitidas (14 equivalente a 5.8%). Todo lo anterior muestra que la estructura tiene

conformaciones y enlaces favorables para constituir una molécula proteica real. [41]

Como un ultimo método de validacion se empled el servidor ProSA que permite la
prediccion de partes probleméticas en modelos tridimensionales de proteinas a traves del
uso de potenciales de fuerza media basados en distancia de separacién intermolecular,
asi como de potenciales de exposicién al solvente en los residuos proteicos. El servidor
arroja un puntaje de desviacion general (Z-Score) que representa la desviacion de la
estructura a probar de una conformacién aleatoria tomando como referencia el promedio
de puntajes obtenidos para las estructuras almacenadas en la base de datos de
estructuras proteicas (PDB). [40] De acuerdo a este servidor, se obtuvo un puntaje para
el modelo de -6,48, asi como para su homologo plantilla mas cercano (hsNMNAT-1) de -
7,48; estos puntajes se encuentran dentro del promedio de todas las estructuras
almacenadas en la base de datos PDB, esto permite validar el modelo energéticamente

nuevamente.



42 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia
(gNMNAT): Determinacion de la Localizacidon Subcelular y Aproximacién Estructural

4.1.2 El Modelo para gINMNAT es Estructuralmente Similar a una
Isoenzima Humana

Con el objetivo de validar la cercania con estructuras reales se llevo a cabo un analisis
de superposicion para los modelos HsNMNAT-1 /gINMNAT con distancia para la
alineacion entre pares de atomos de 1.5 A, resultado de este se obtuvo la Figura 4-2 A
con un RMSD entre 235 pares de atomos de 0.905 A. El RMSD corresponde al promedio
de distancia entre esqueletos carbonados de proteinas superpuestas, es usado
generalmente para medir la exactitud del modelo cuando la estructura nativa es
conocida, en este caso como no se conoce la estructura nativa dice cual es la distancia
ente el modelo predicho y de una estructura real similar; asi cuanto menor sea el RMSD

generado mas cercanay exacta es la aproximacion a una modelo real.

La figura 4-2 (B-C) permite observar claramente la alta coincidencia por o menos en las
estructuras secundarias fundamentales para la actividad catalitica, se identifican en el
modelo tres hojas 3 y ocho hélices a. De estos motivos, las 3 hojas 8 y cinco hélices a se
distribuyen alrededor del centro catalitico, conformando una estructura del tipo
plegamiento de Rossman, elemento estructural central de proteinas de union a NAD+ y
otros nucleétidos, presente en oxidorreductasas dependientes de NAD+(P) y proteinas
gue usan el NAD+ como substrato [8], 15,16,17]. Adicionalmente, se pueden encontrar
regiones que no se alinean correctamente con la plantilla; dentro de estas, un bucle en el
modelo gINMNAT que equivale en el alineamiento de secuencias a una de las seis
laminas B en la estructura humana parte del plegamiento Roosman. Las divergencias
mas grandes y sobresalientes entre los dos modelos se representan como
conformaciones coiled coil que constituyen por la propia naturaleza de los aminoacidos
regiones dificiles de modelar. Otra caracteristica derivada de la conjugacion estructural
es el aumento en el porcentaje de identidad llegando a 31.17%. Todo lo anterior fortalece
la hip6tesis funcional del modelo y la importancia de la conservacion estructural a nivel

tridimensional.



Figura 4-2: Modelos en Superposicion para las Estructuras HsNMNAT y gINMNAT Superposicién
HsNMNAT(Magenta)/gINMNAT(Negro) A) Toda la Estructura B) Superposicion en las Hélices C)
Superposicion en las Laminas B. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.

Emergente de las comparaciones estructurales que robustece el analisis, es la
acomodacion de los sustratos dentro de la estructura (Figura 4-3), se evidencia incluso
en la representacion de superficies electronicas de los atomos de la proteina un espacio
adecuado para el posicionamiento de los sustratos NMN y ATP (Figura 4-3) y ausencia
de posibles choques estéricos, esto es una prueba mas de la validez del modelo como

una buena aproximacion a una NMNAT real para Giardia lamblia. [36]
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Figura 4-3: Posicionamiento de los Sustratos Mononucleotido de Nicotinamida (NMN) y Adenosin
Trifosfato (ATP) Dentro del Modelo gINMNAT. A) Representacion de Estructura Secundaria (Cintas). B)
Representacion de Superficie Electronica. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.

A)

La alta conservacion en dominios de importancia catalitica hace factible encontrar
interacciones conservadas a nivel de aminoacidos. Gracias a las herramientas del
Software Chimera para la identificacién de uniones no covalentes y el mapeo de residuos
importantes cataliticamente, con base en el modelo humano fue posible inferir posibles
interacciones directas con el sustrato y el producto. Para la interaccion con el producto
(Figura 4-4) se postulan dos posibles puentes de hidrogeno formados entre los radicales
hidroxilo de los grupos fosfato del NAD+ y los residuos Serl0 y Trpl69; en la estructura
humana se reporta un puente de hidrogeno adicional. [34]

Al realizar inferencias de interacciones con los sustratos, en el caso del ATP (Figura 4-5),
estas son congruentes con el andlisis de estructura primaria, es posible ver una
conservacion de todos los residuos fundamentales que constituyen los motivos de unién
a esta molécula siendo los segmentos estructurales mas altamente conservados en la
familia. [25, 51] Para el caso del NMN (Figura 4-5 B) se visualizan cinco residuos
conservados idénticos a los reportados en la literatura para la estructura humana [57], Se
muestran otros residuos que parecen interactuar con productos y/o sustratos que por su
cercania probablemente constituyan residuos importantes para la estabilizacion o para la

generacion de los estados de transicion.



Figura 4-4: Visualizacion Aumentada de los Residuos Importantes de la gINMNAT para la Interaccién
con el NAD+, conservados verde (H18, G121, S10, W169 y P99), no conservados rojo (W58, F11, C194
y L192) en Lineas azules se llustran Puentes de Hidrogeno predichos. Imagen obtenida desde el

paquete UCSF Chimera

Figura 4-5: Visualizacion Aumentada de los motivos GXFXPX(T/H)XXH, SXTXXR y Residuos
Importantes para la Interaccion con el ATP y el NMN A) Interaccion con el ATP Conservados en Verde
(His18,y Ser10, Arg 153, Asp 123, Arg200 y Cis 200) No Conservados Rojo (Ala) con la estructura
hsNMNAT-1 B) Con el NMN Conservados en Verde (Ser 10, Leu 124, Trp 134, Tyr 56, Thr 100) no
Conservados Rojo (Phe 97, Trp 58, Pro99) con la estructura hsNMNAT-1 en Lineas Azules se llustran
Puentes de Hidrogeno mas posibles. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.
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4.1.3 El Modelo Para la gINMNAT Muestra Elementos
Estructurales Acordes a su Funcion NMNAT

Como una primera aproximacion a la validacion funcional de la NMNAT de Giardia se
recurrié a la prediccion estructural. Los andlisis Bioinforméticos permitieron la generacién
de un modelo tridimensional que se aproxima adecuadamente a la estructura, con bajo
porcentaje de residuos en regiones no permitidas y con la presencia de motivos
conservados, es el caso de los dos motivos de interaccion con el sustrato caracteristicos
de la familia (Figura 4-5) [58]. El primero de ellos, interviene en la unién a ATP
(GXFxP[H/T]xxH), y tal vez como ocurre en el homologo humano podria facilitar la
nucleotidilacién de los pirofosfatos por medio de las histidinas y otros residuos
positivamente cargados [27]. El segundo motivo, igualmente conservado en secuencia

primaria, es reportado como un facilitador de la unién del ATP (ISSTxxR).

La validez del modelo estd sustentada también en la favorabilidad energética que
presenta al compararse con muchas estructuras, resueltas experimentalmente [20], tanto
como en la superposicion estructural con la HSNMNAT-1 [58], estos resultados hacen
factible que el modelo represente una NMNAT funcional en Giardia. Las pequefas
diferencias o baches, reflejan las limitaciones propias del sistema de prediccion, ya que
las conformaciones mas fieles se restringen a las estructuras secundarias tipicas,
existiendo una dificultad en la prediccion tridimensional de las regiones no tipicas,
representdndose de manera desordenada en los modelos, de hecho, la conformacion de
los aminoacidos en el espacio no esta definida claramente para muchas secuencias de

este tipo en muchas estructuras determinadas experimentalmente.

El hecho de que la gINMNAT sea muy similar en secuencia primaria a procariotas, pero
gue se haya obtenido como plantilla mas similar a niveles estructurales superiores una
secuencia eucariota como la NMNAT humana 1 es entendible si se tiene en cuenta que
la divergencia en secuencia de aminoacidos es mayor en eucariotas, presentandose
entre homologos solo de un 30-50% de similaridad; esto sumado a un namero restricto
de modelos en las bases de datos determinados experimentalmente, tanto como, a la no
muy clara posicion filogenética de Giardia definida como eucariota primitivo con vias

metabdlicas mucho mas parecidas a procariotas. [18] Explicaria la aparente discordancia



de ambas aproximaciones. La presencia de estructuras funcionales caracteristicas como
los motivos de uniébn a ATP y el plegamiento de Rossman abogan hacia una alta
conservacion a nivel de estructura terciaria, lo cual puede darse por mecanismos como la
seleccion estabilizadora que limita la variabilidad estructural, si se tiene en cuenta que el
plegamiento de Roosman es una estructura clave para proteinas de unién a nucleétidos
que hidrolizan ATP. [27]

Por ser un modelo, es evidente la existencia de pequefas limitaciones estructurales al
realizar las inferencias de unién tanto con sustratos como con el producto, lo cual no
necesariamente constituye evidencia en contra de la prediccion estructural, se sabe que
es totalmente posible en una interaccion real la plasticidad y el movimiento de ciertas
regiones, esta flexibilidad puede deberse a cambios conformacionales inducidos por la
union de los sustratos. Para este modelo, se propone que de ser esta una aproximacion
real a la estructura, este tipo de procesos podrian modificar ciertas orientaciones
estructurales de algunos aminoacidos, Asi como ocurre en muchas clases de proteinas
incluyendo la estructura humana. Algunas de las limitaciones estructurales se evidencian
en la Figura 4-5 donde parece que el anillo del NMN no encajara perfectamente en
espacio donde se acomoda en la estructura humana, también es posible ver limitaciones
en la Figura 4-5 en la cual los residuos conservados Trpl34 y Tyr56 a diferencia de sus
equivalentes en la estructura humana se encuentran rotados y no muestran un contacto
adecuado con el NMN como si ocurre en la plantilla, es probable que en presencia del

sustrato se llegue a una conformaciéon mas similar a la humana.

En la Figura 4-5 se muestran residuos conservados importantes en la interaccién con el
NMN, dos de los mas relevantes son Serl0 y Thr100, ambos establecen interacciones no
covalentes fuertes tipo puente de hidrogeno, la presencia de la Serl0 es relevante dado
gue en hsNMNAT-1, se ha demostrado experimentalmente su interaccién con el oxigeno
del grupo fosfato del NMN, por lo que de acuerdo al modelo se presume una funcién
similar en Giardia, la Thr100 parece ser importante para el establecimiento de un puente
de hidrogeno con el oxigeno del grupo carboxilo del NMN. El Trp134 (conservado en
todas las NMNAT) y que en la estructura humana participa en el apilamiento del NMN en
su sitio de union, puede estar jugando un rol similar en este modelo. Ademas, existen
otros residuos importantes en la interaccion, que no son conservados en la GINMAT de
Giardia, es el caso de la Trp58 (Lys57 en la estructura humana) el cual no tiene la

posibilidad de formar un puente de hidrogeno con el grupo fosfato en el modelo y ademas
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parece no interaccionar cercanamente con el sustrato, fendbmeno que es efectivamente
demostrado en hsNMNAT-1. Finalmente la sustitucion de Trp92 por Phe97 hace poco
probable la formacion del puente de hidrogeno reportado para la estructura humana en
gINMNAT sin embargo puede ser posible un contacto hidréfobico similar con el anillo de
nicotinamida, dado que esta sustitucion conserva las mismas propiedades fisicoquimicas.
[36, 59]

4.2 Produccién de Anticuerpos Policlonales IgY e IgG
contra la Proteina His-gINMNAT

4.2.1 Purificacion de la Proteina a Partir de Cuerpos de Inclusion

Siguiendo el protocolo estandarizado previamente, se obtuvo exitosamente una gran
cantidad de proteina recombinante: 4ug/ul a partir de los cuerpos de inclusion (fraccién
insoluble), en la cual, como se ha mencionado en trabajos previos es la fracciéon donde
se acumula en mayor medida la proteina recombinante His-gINMNAT. Se llevaron a
cabo tres pasos basicos para el tratamiento de este tipo de muestras: lavado,
solubilizacion y renaturalizacion [8, 23]. El curso de la purificacién se puede visualizar en
el gel SDS PAGE (Figura 4-6). Se obtuvo la proteina recombinante altamente pura y
concentrada con bajas cantidades de proteina contaminante proveniente de E. coli. La
proteina asi obtenida fue usada como antigeno para inocular ratones y gallinas ya que la
antigenicidad no se ve afectada durante el proceso de purificacibn como si podrian

hacerlo sus propiedades biol6gicas.

Aunque estudiar proteinas provenientes de cuerpos de inclusion no es adecuado para el
andlisis de las propiedades biologicas de las proteinas, ya que un mal plegamiento altera
la estructura y por ende su funcionalidad, los cuerpos de inclusion resultan bastante utiles
para otros propdésitos como generacion de altas cantidades de proteina con una alta
pureza, uno de los requisitos indispensables que deben tener los antigenos a ser

inoculados para la produccion de anticuerpos en cualquier sistema, [42] por lo que la



purificacién de la proteina recombinante alli contenida constituyo una estrategia clave

para este trabajo.

Figura 4-6: Purificacion de la Proteina His-gINMNAT a Partir de los Cuerpos de Inclusion Obtenidos del sistema de
Expresion de E. coli. M: marcador de bajo peso molecular (kDa), NI: Bacterias no inducidas, I: Bacterias Inducidas, S:
Fraccion soluble, IS: Fraccion insoluble (cuerpos de inclusion), L1: Primer Lavado, L2: Segundo lavado, L3: Tercer Lavado,
DS: Fraccién soluble diélisis, DIS: Fraccion insoluble didlisis. SDS PAGE 12% tefiido en comassie coloidal. + Tamafio

esperado de la proteina His-gINMNAT
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La figura 4-6 evidencia los cambios ocurridos dentro del proceso de purificacion de la
His-gINMNAT realizado a partir del cultivo del clon de expresiéon E. coli BL21-gINMNAT-
pet100 previamente inducido (1) (figura 4-6 S-DIS). El fraccionamiento celular evidencia
una concentracion de la proteina recombinante en la fraccion insoluble (IS) la cual
constituye los cuerpos de inclusién, esta fraccion fue el punto de partida para la
obtencion de la proteina recombinante. El proceso muestra una eliminacion de proteinas
de bajo y alto peso molecular y una concentracion de la proteina His-gINMNAT de 31kDa
a lo largo del mismo (Figura 4-6 L1-DIS). Teniendo en cuenta que se cargd el mismo
volumen de muestra, es evidente que la proteina se acumula en mayor proporcion en la
fraccion insoluble luego de la dialisis (DIS), por esta razon, se escogié esta fraccion

enriquecida (Figura 4-6 DIS) como la fraccion antigénica para inocular en gallinas y
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ratones. La proteina recombinante tiene un peso de 31kDa que equivale al tamafio de la

proteina endégena (28kDa) mas 4kDa de la etigueta de histidinas (His).

Previo a la inoculacién, se llevé a cabo la cuantificacién de la proteina recombinante
obtenida, al ser insoluble la manera mas fiable de realizar una estimacion
semicuantificacion es utilizar densitometria en gel. El resultado se esquematiza en la
(Figura 4-7). En este gel se cargaron diferentes volumenes de proteina recombinante
insoluble y de Albumina de Suero Bovino (BSA) de concentracién conocida, asi,
mediante extrapolacion con ayuda del el software Quantity one, fue posible determinar
cual banda del patron se ajustaba mejor al volumen cargado de la His-gINMNAT
purificada, y consecuentemente determinar la concentraciéon, la cual fue

aproximadamente 4ug/ul.

Figura 4-7: Cuantificacion por densitometria de la Proteina His-gINMNAT purificada. M: marcador de bajo peso
molecular (kDa) 1: gINMNAT (0,5ug/ul) 2: gINMNAT (lug/ul) 3: por densitometria gINMNAT (2ug/ul) 4:BSA (2ug/ul) 5:
BSA (4ug/ul) 6: BSA (6ug/ul) 7: BSA (8ug/ul) 8:BSA (10 ug/ul) Gel SDS-PAGE 12% revelado en comassie coloidal

analizado con el software quantity one.
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4.2.2 Obtencion de Anticuerpos Aviares IgY

Los anticuerpos IgY, homdlogos a los anticuerpos IgG de mamiferos, son conocidos
como herramientas inmunolégicas alternativas practicas, econdémicas y de alto
rendimiento. Presentan algunas ventajas sobre los sistemas mamiferos comunmente
usados, entre ellas se encuentran: (i) la cantidad de inmunoglobulinas que pueden ser
obtenidas. La cual es mucho mayor que en otros sistemas, asi se reporta que de un
huevo de una gallina inmunizada se obtiene una cantidad tan alta como la que es
obtenida de 300ml de sangre de conejo. (i) una mayor distancia filogenética entre las
aves y los mamiferos, por ende una diferencia entre los patégenos que los atacan, por lo
gue la respuesta inmune a antigenos provenientes de patégenos mamiferos suele ser
mucho mejor que en otros sistemas. (iii) Adicionalmente no presentan interaccién con
IgG de mamiferos ni con el factor reumatoide o con los receptores de fijacion del
complemento de los mamiferos que usualmente dan lugar a falsos positivos. (iv)
Finalmente, los IgY al ser obtenidos de yema de huevo no representan procedimientos
invasivos para los animales, como si se requieren con el sangrado de los mamiferos,

representando estrés y sufrimiento para el animal. [43, 60-63].

La inoculacién de las gallinas fue realizada de manera exitosa por el personal veterinario.
Los huevos recolectados de una de las tres gallinas de cada tratamiento: 72 para la
gallina control y 80 para la inoculada con His-gINMNAT fueron procesados
completamente. Ya que es posible mantener altos niveles de IgY activos en la yema de
huevo por varios meses si se sigue una inmunizacion periédica [62] se recogieron la

mayor cantidad de huevos posibles durante el proceso de inmunizacion.

La purificacion de IgY puede llevarse a cabo mediante diversas metodologias, no
obstante para garantizar la eficiencia de un método deben ser tenidos en cuenta tres
factores determinantes: cantidad, pureza y actividad biol6gica de las inmunoglobulinas,

ademas de los costos que involucre el proceso. [44]

La yema de huevo se compone fundamentalmente de granulos formados por
fosfovitinas y lipoproteinas, dispersas en una fraccion soluble que contiene livetinas y
LDL. Empleando el método de diluciéon en agua [43], fue posible agrupar las proteinas

granulares, lo cual facilito su posterior separacién de las proteinas del plasma, entre ellas
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las livetinas (dentro de las cuales se encuentran las IgY) mediante procedimientos

sencillos como centrifugacion o filtracion. [46]

Las técnicas de separacién por solubilidad en sustancias acuosas permiten facilmente
aislar proteinas solubles. Diluciones en agua, de la yema a un pH 5,0, permiten la
aglomeracion de los granulos insolubles mediante el favorecimiento de la union de los
lipidos alli contenidos, facilitando la obtencién de sobrenadantes traslucidos carentes de
lipidos. Al ser las IgY proteinas solubles es posible recurrir posteriormente a métodos
basicos de separacién como la precipitacion por salting out para el tratamiento de la
fraccion soluble, para este caso en particular la adicion de sulfato de amonio a una
saturacion del 60% ha mostrado ser éptima para la separacion de las globulinas,
facilitando un alto porcentaje de recuperacion = 89%. [43, 44]

Es posible encontrar diversas metodologias para la purificacion de inmunoglobulinas
(IgYs) posteriores a la precipitacion con sulfato de amonio que posibilitan la obtencion de
porcentajes de recuperacion de IgY mayores al 89%. Dentro de estas estan: la adiciéon
de etanol frio o una doble precipitacién con sulfato de sodio, reportando la recuperacion
de un 93% o un 96% de IgYs respectivamente. Sin embargo de acuerdo a lo reportado
en la literatura y a lo estandarizado en ensayos previos en nuestro grupo el método de
purificacién por cromatografia de afinidad tiofilica (método empleado en este trabajo)

presenta mayor rendimiento y pureza. [42, 44]

Para cada uno de los huevos colectados, El anterior protocolo nos permitié obtener una
fraccion de proteinas solubles donde las IgYs estaban presentes y altamente
concentradas. Con el objetivo de determinar las fracciones con mayor contenido de IgYs
las muestras se sometieron a ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA)

como se describio previamente en la metodologia.

La figura 4-8 resume los resultados del ensayo de ELISA sobre todos los huevos
procesados de ambos tratamientos (con y sin antigeno — lineas rojas y azules
respectivamente). Aunque la respuesta inmune es bastante irregular durante todo el

proceso es posible visualizar los picos de mayor concentracién de IgYs posteriores a



cada una de las inoculaciones. Es posible evidenciar la respuesta inmune primaria al
antigeno, caracterizada por producir anticuerpos de baja afinidad, tras lo cual se generan
células de memoria T y B. [64] gracias a la generacién de procesos de memoria en el
sistema inmune es posible que en los refuerzos (dias 15 y 22) la presencia de una nueva
estimulacion antigénica genere una respuesta inmunolégica mas rapida y robusta con

anticuerpos de mejor afinidad, lo cual puede explicar en parte el perfil obtenido. [65]

Mediante el analisis de la figura 4-8 se pueden obtener picos de alta concentracion de
IgY, en este trabajo se escogié el huevo 30 para llevar a cabo la purificacion total
posterior a la solubilizacién. La figura 4-8 también permite visualizar que la reaccion de
reconocimiento de las proteinas solubles obtenidas de la gallina inoculada (azul) es
especifica por el antigeno ya que es ausente en la gallina control inoculada solamente
con adyuvante (rojo).

Figura 4-8: Evaluacion de los niveles de IgY en Huevos Colectados Mediante ELISA. AZUL: Muestras provenientes
de la Gallina inoculada con la His-gINMNAT. ROJO: Muestras Provenientes de la Gallina Inoculada con Adyuvante sin
Antigeno. VERDE: Dia de Realizacién de los Refuerzos. Eje Y absorbancia a 490nm, Eje X Numero de Muestras durante

los seis meses
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A pesar de que el perfil de postura (Figura 4-8) muestra un aumento en la produccion de
IgYs relacionado a los dias post-inoculacién (Dia 1) o Post Refuerzo (Dia 15 y 42), no
hay una tendencia regular en los datos, esto no es extrafio ya que el metabolismo de las
aves se ve influenciado por condiciones fisiolégicas y ambientales que no es posible
controlar, lo cual conlleva a variaciones en la produccion de inmunoglobulinas en los

diferentes momentos evaluados. [66, 67]
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Para visualizar el proceso de purificacion se tomaron muestras de cada uno de los pasos
durante el proceso del huevo escogido (Figura 4-8 Huevo 30) y se separaron mediante
SDS PAGE (figura 4-9). En la fraccion de las proteinas totales de la yema (Figura 4-9
carril 1), luego de ajustar el pH y centrifugar la yema es posible visualizar las livetinas
(Figura 4-9 carril 2). En los carriles 4 y 5 se observa el pellet de proteinas luego de la
precipitacién con sulfato de amonio se evidencian la presencia de diversas globinas, la
eficiencia de la precipitacion es clara al verificar la ausencia de proteinas en la fraccion
soluble resultante después de la precipitacion con sulfato de amonio. También se
observa la desaparicion de otras proteinas, junto con la concentracion de las IgYs

conforme se lleva a cabo la purificacion.

En el carrii 6 se observan los patrones electroforéticos caracteristicos de las
inmunoglobulinas, es de resaltar la presencia de dos bandas de 30 y 65 kDa, que
corresponden a los pesos moleculares esperados para las cadenas liviana y pesada
reportados previamente. Es posible evidenciar también, dentro del perfil electroforético
otras proteinas. La banda de 45 kDa presumiblemente represente a las B-livetinas
(proteinas similares a y-livetinas, compuestas principalmente de IgYs), que por su peso
se cree que pertenezcan a un grupo mas especifico, el de las a-2-glicoproteinas [61]. Por
su parte la banda de 38 kDa se atribuye a la fracciéon de a-fosvitinas (unas albuminas)

resultantes del tratamiento con SDS [44, 61].



Figura 4-9: Perfil Electroforético de las proteinas de la Yema de Huevo durante la Purificacion de
Inmunoglobulinas Aviares (IgYs). LMW: marcador de bajo peso molécula (KDa), 1: Proteinas Totales de la yema, 2:
Proteinas Solubles de la Yema, 3: fase soluble luego de la precipitacion con (NH4),SO, 4: pellet precipitado con (NH4),SO,

5: Proteinas precipitadas resuspendidas en PBS 6: Proteinas Finales luego de la didlisis en PBS diluido 100 veces.
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Luego de determinar los picos de mayor produccién de IgY, se procedi6 a la purificacion
total de los IgY (Figura 4-10). Se purifico el huevo correspondiente al dia 30 mediante
cromatografia de afinidad tiofilica, que corresponde a un procedimiento de separacién de
inmunoglobulinas, posterior a la precipitacion con sulfato de amonio. La columna esta
constituida por esferas de agarosa que se encuentran quimicamente unidas a 2-
mercaptoetanol que a su vez estdn unidos a grupos divinilsulfona activados, estos
tltimos presentan una elevada afinidad por las inmunoglobulinas en presencia de sales
liotrépicas [20,31]. Algunos autores [32,33] describen el mecanismo de accién como la
interaccion entre el grupo tiol del 2-mercaptoetanol con regiones arométicas de la
proteina, principalmente residuos de triptéfano y fenilalanina. No obstante, otros reportes
refutan esta teoria y consideran que el mecanismo de accién esta aun por determinarse
[33-37].

La figura 4-10 muestra el perfil cromatografico obtenido de la purificacién por columna de
afinidad tiofilica se llevd a cabo exitosamente se obtiene un perfil cromatografico
esperado (Figura 4-10). En las primeras fracciones se eluyen las proteinas no unidas o
gue no presentan interaccion alguna con la resina, estas fracciones presentan altos

valores absorbancia a 280nm, tanto como valores muy bajos en el ensayo de ELISA
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(Figura 4-10). De manera que se descarta la presencia de IgYs en dichas fracciones. En
el momento en que la resina se encuentra unida a las IgY y no hay mas proteinas
contaminantes (Figura 4-10) se procede a la elucién. Es posible visualizar el efecto
inmediato en la disociacién de las uniones con la resina y la presencia de fracciones de
alta absorbancia (Figura 4-10). El pico mas alto corresponde a la fraccion recogida en el
momento de la aplicacién del buffer de elucion (Figura 4-10 Fraccién 29), la cual al ser
visualizada mediante SDS PAGE (Figura 4-11 carril 6) presenta el patrén electroforético
caracteristico de las IgY puras (Bandas de 30 y 65 kDa), por lo que se logra una

adecuada purificacion de IgYs mediante esta metodologia.

Figura 4-10: Purificacion de las IgYs- Anti-His-gINMNAT Empleando Resina Tiofilica. AZUL: Absorbancia de las

fracciones obtenidas a 280nm. ROJO: Absorbancia a 490nm Obtenida Mediante Ensayo de ELISA sobre las Fracciones

obtenidas. VERDE: Aplicaciéon del Buffer de Elucién de Tiofinidad.
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Figura 4-11: Perfil electroforético de la purificacion de inmunoglobulinas aviares (IgYs) empleando resina de
afinidad tiofilica.LMW: marcador de bajo peso molecular (kDa), 1: Fraccién 5 (Proteinas no unidas), 2: Fraccion 13
(proteinas no unidas), 3: Fraccion 25 (proteinas no unidas), 4: Fraccion 29 (proteinas no unidas) 5: Eluciéon de IgYs

Fraccién 30, 6: Fraccion 35 (proteinas Eluidas), 7: Fraccién 52 (Eliminacién de proteinas restantes con Guanidina HCI).
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La fraccion 29 serd entonces empleada para los experimentos posteriores como el
antisuero IgY de huevo. Para determinar la cantidad de proteina IgY presente, una
alicuota de esta fraccion se sometio a una cuantificacion mediante el método de Bradford
como se describe en la metodologia. Se obtuvo una concentracién de 7,2ug/ul, que
equivale, a una cantidad total de IgY para el huevo 29 de 14,4mg. Esta cantidad se
encuentra dentro de rango de lo obtenido para IgY purificadas por diluciéon en agua y
cromatografia tiofilica para otros antigenos en ensayos realizados en nuestro grupo [44],
tanto como para otros anticuerpos IgY asi obtenidos reportados en la literatura [63]. Del
total de IgYs obtenidas, se espera que entre un 2 a un 10% correspondan a IgY

especificas contra el antigeno inoculado.[62]



58 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia
(gNMNAT): Determinacion de la Localizacidon Subcelular y Aproximacién Estructural

4.2.3 Evaluacion del Titulo del IgY a-gINMNAT Sobre proteina
Recombinante.

Para caracterizar el anticuerpo purificado, se realiza una primera aproximacion al titulo
mediante un ensayo de western blot en el cual se usa como antigeno la proteina
recombinante His-gINMNAT (500ng), purificada previamente desde los cuerpos de
inclusion. La proteina usada para estos ensayos corresponde a la misma usada para la
inmunizacion de las gallinas. La figura 4-12 muestra los resultados del western blot al
usar diferentes titulos del anticuerpo obtenido de huevo IgY-a-gINMNAT (1:200-
36,10ng/ul, 1:100-72,20ng/ul y 1:50- 144,40ng/ul). Se evidencia reconocimiento de la
proteina recombinante de 31KDa desde 1:200, siendo claramente visible desde en 1:100.

Figura 4-12: Evaluacion del IgY-agINMNAT de Huevo Mediante Western Blot. Empleando 500ng de Proteina
Recombinante como antigeno LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa). 1. His-gINMNAT / IgY-Anti-gINMNAT 1:200.
2. His-gINMNAT / IgY—a-GLNMNAT 1:100. 3. His-gINMNAT / IgY—a-GLNMNAT 1:50. 4. BSA [500ng/ul] / IgY—a-GLNMNAT
1:50, 5. His-gINMNAT / IgY-No Relacionado 1:50". Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rabano (HRP)
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Los titulos escogidos se probaron de acuerdo a ensayos estandarizados previamente en
el grupo para otros anticuerpos aviares previamente obtenidos y purificados. [44] Los
titulos reportados para IgY varian de acuerdo a la cantidad de antigeno, al método de
purificacién utilizado, y a la cantidad de inoculaciones realizadas, por lo que no es posible

comparar directamente el titulo obtenido con los reportados (tabla 4-1). Sin embargo, el

'3 El anticuerpo IgY-no relacionado equivale a la fraccién de elucién de la cromatografia de afinidad tiofilica resultante de la
purificacion completa de un huevo de la gallina 1, inoculada Unicamente con los adyuvantes disueltos en PBS.



titulo del anticuerpo obtenido concuerda con el titulo de otros anticuerpos obtenidos en el

grupo para antigenos similares de parasitos como Leishmania Spp. [44]

Tabla 4-1. Titulos reportados para IgY Obtenidos Mediante Distintos métodos de

purificacién. [68]

Cautidad de Numero de Método de

antigeno n K . . Titulo | Referencia

. inoculaciones purificaciéon
inoculado (ng)

Deslipidacion con
dextran sulfato- CaCl,

49.7 7 L 1:32 29
y precipitacion con
(NH,)>S0;4
150 4 Kit EGGsmact Ie¥ o)y 30
Purification System®
30 3 Cloroformo- 1:100 31

polietilenglicol

De manera paralela para tener una fuente adicional de IgYs, se decidio realizar una
pequefia sangria de la Gallina 9 (5mL), un mes después de la segunda inoculacion. Se
evalu6 el titulo del suero obtenido, sobre proteina recombinante (Figura 4-14)
obteniéndose un titulo de (1:500) para la deteccion de cantidades tan bajas como 15ng
de proteina recombinante.

4.2.4 Evaluacion del Titulo Obtenido del Anticuerpo IgG-
agINMNAT

Con el objetivo de contar con diversas herramientas inmunolégicas para estudios
posteriores, se desarrolld6 también un anticuerpo 1gG-a-gINMNAT en ratones. Los
anticuerpos IgG de mamifero presentan ventajas adicionales que no es posible obtener
de los sistemas aviares. Para las inoculaciones y refuerzos se requiere una baja cantidad
del antigeno, las condiciones de bioterio estan estandarizadas y pueden ser
garantizadas, ademas gracias a su uso generalizado, se ajustan a varios sistemas

experimentales de manejo comercial, permitiendo diversas aplicaciones. [46]

La figura 4-13 muestra el resultado de la primera evaluacion del anticuerpo realizada
sobre proteina recombinante, se compararon dos titulos de 1gG-a-gINMNAT sobre

diferentes concentraciones de His-gINMNAT. La figura 4-13 muestra que en un titulo de
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1:5000 es capaz de reconocer la proteina recombinante en todas las concentraciones
evaluadas, sin deteccion de inespecificidades. Como es de esperarse al usar el
anticuerpo en concentraciones mas elevadas se detecta una sefial mas fuerte de la
proteina de interés. No obstante como lo muestra la figura 4-13 concentraciones altas
permiten también el reconocimiento de una serie de inespecificidades de alto y bajo peso
molecular, por lo que para el reconocimiento de proteina recombinante no se aconseja

utilizar titulos inferiores a 1:5000.

Figura 4-13: Evaluacién del Titulo del Anticuerpo IgG- agINMNAT Sobre Diferentes Concentraciones de Proteina
Recombinante.l. 125ng His-GLNMNAT 2. 250ng His- GLNMNAT 3. 500ng His-GLNMNAT. LMW: Marcador de Bajo Peso
Molecular. Western Blot Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rabano (HRP).
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Los anticuerpos han sido disefiados con la finalidad de detectar la NMNAT end6gena de
G. lamblia, no tenemos indicios de sus niveles de expresion en parasitos, y podria
suceder que esta proteina en el parasito no sea muy abundante y por tanto encontremos
una baja cantidad. De hecho se ha reportado expresién diferencial en diversos tipos de
tejidos en células humanas de la NMNAT. [27] La expresién también se ha visto
influenciada por el estado genético y metabdlico en células humanas, oscilando entre
bajas concentraciones en células cancerosas con reducida actividad mitocondrial y alto
metabolismo glicolitico hasta muy altas concentraciones en células proliferativas y/o en
tejidos de la linea germinal, tales como placenta y testiculos, asi como también en
células neuronales con desordenes genéticos como la degeneracion Walleriana debido a

la demostrada accion NMNAT como chaperona. [29, 69]



Con el fin de evitar falsos negativos y usar un titulo adecuado para el reconocimiento de
cantidades muy bajas de proteina, se realizé un ensayo de western blot sobre diferentes
cantidades de proteina recombinante para determinar la cantidad minima de His-
gINMNAT capaz de ser reconocida por los anticuerpos previamente obtenidos (IgG- a-
gINMNAT, IgY-a-gINMNAT (Huevo) e IgY-a-gINMNAT (Sangre)).

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 4-14. A pesar de que los
titulos estandarizados previamente sobre 500ng de His-gINMNAT son mucho mas
altos™, en este experimento, se emplearon titulos mas bajos™. 1:50 para el IgY
Purificado de huevo, 1:500 para el IgY obtenido de sangre y de 1:500 para el IgG de
raton, ya que la finalidad es determinar el nivel minimo de proteina capaz de ser

detectado con un titulo abundante de anticuerpo.

Figura 4-14: Evaluacién del Titulo de los Anticuerpos a-gINMNAT Producidos Sobre Diferentes
concentraciones de Proteina Recombinante mediante Western Blot: M: Marcador de Bajo Peso
Molecular. 1gY Huevo: titulo 1/50, IgG Ratén: Titulo 1:500, IgY Sangre: 1:500. Revelado con el Sistema
Peroxidasa de Rabano (HRP) M
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La figura 4-14 muestra la deteccion de la proteina recombinante con una sefial fuerte,

incluso sobre cantidades muy bajas de proteina recombinante como 15ng. Es evidente

 Titulo alto hace referencia a una mayor dilucién del anticuerpo
' Titulo bajo hace referencia a un anticuerpo mas concentrado o menos diluido
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incluso el reconocimiento de algunas pequefas inespecificidades de mayor peso
molecular que corresponden a impurezas propias del antigeno obtenido de los cuerpos
de inclusién bacterianos, ya que este corresponde al mismo usado para las
inmunizaciones, y en el existen pequefias cantidades de proteina contaminante es de
esperar, por lo tanto, que se produzcan anticuerpos en muy baja cantidad para estas
otras proteinas contaminantes y por ende una deteccion de las mismas usando titulos

altos como los de este experimento.

Estas inespecificidades en el reconocimiento de la proteina recombinante no deben ser
un problema para la deteccién de la proteina endégena dentro del parasito ya que
provienen del proteoma de la bacteria E. coli y son remanentes de la purificacion, por lo
tanto no existen en G. lamblia asi que sobre los parasitos se espera el reconocimiento

especifico del antigeno.

4.3 Deteccion de la Proteina gINMNAT Enddgena
Empleado los Anticuerpos Obtenidos

4.3.1 Los Anticuerpos IgY reconocen al menos tres bandas
sobre Trofozoitos de G. lamblia

Luego de estandarizar el titulo del anticuerpo sobre proteina recombinante y determinar

el titulo adecuado para reconocer cantidades muy bajas de la misma, se procedié a la

deteccidon de la proteina enddgena sobre células completas en estadio trofozoitos. Se

escogio este estadio como una aproximacion inicial ya que es mas activo

metabdlicamente, encontrandose la mayoria de la maquinaria enzimatica del parasito en

su méxima expresion. [17, 49]

Como primera aproximacion se utilizé el anticuerpo IgY-agINMNAT purificado de huevo,
con el titulo previamente estandarizado (1:50) para la deteccion de bajas cantidades de
proteina recombinante. La figura 4-15 muestra un western blot donde se evidencia la
deteccion de varias bandas sobre los trofozoitos de G. lamblia. Existen al menos tres
bandas discretas: de 30, 38 y 116 kDa y dos bandas muy tenues de 60 y 70 kDa. La

banda de 30kDa esta muy cercana al peso esperado de la proteina enddgena el cual es



de 28 kDa'®. Todas las bandas aparecen rapidamente luego de la exposicién a la

solucion de revelado.

Figura 4-15. Deteccion de la proteina gINMNAT de G. lamblia Empleando Anticuerpos IgY de Huevo. LMW:
Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-gINMNAT 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) 3: 2x10° Trofozoitos de G.
lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X A) Gel SDS-PAGE 12% Tefiido con Comassie Coloidal B) Western Blot

Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rabano (HRP)
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4.3.2 Los Anticuerpos IgG de raton reconocen una banda de
38kDa Sobre Trofozoitos de G. lamblia

Gracias a que se cuenta también con anticuerpos 1gG-a-gINMNAT producidos en un
sistema diferente (raton), es posible emplear estos para la detecciébn de la proteina
enddégena y comparar los patrones de deteccién entre IgG de Ratén e IgYs. Los
resultados revelan la deteccion de una banda discreta de 38 kDa (Figura 4-16), la cual
coincide con una de las bandas detectadas previamente (Figura 4-15). Es evidente
también, la ausencia del reconocimiento de la banda de 30kDa cercana al peso esperado

por parte del anticuerpo 1gG.

18 E| peso esperado de la proteina endégena se obtiene al restar del peso de la proteina recombinante His-GINMNAT
(31kDa), el peso de la etiqueta de Histidinas (His) el cual es 3kDa.
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Si hay bajas cantidades de proteina es posible que los antisueros de ratobn no sean muy
eficaces para el reconocimiento. Se ha reportado que la concentracion de anticuerpos en
suero de conejos es alrededor de 5ug/ul, después de la segunda inmunizacion, lo cual es
una concentracion baja en comparacion a lo obtenido al purificar IgY de yema (7,2 pg/ul),
adicionalmente en estos antisueros no solo se encuentran anticuerpos IgG sino también
otras clases de anticuerpo como IgM, IgA e IgE, por lo que emplear titulos bajos no
siempre garantiza la deteccidén ya que no solo se da un aumento en la concentracion de
1gGs. [62]

Figura 4-16. Deteccion de la proteina gINMNAT de G. lamblia Empleando Anticuerpos IgG de Raton. LMW: Marcador
de Bajo Peso Molécula (kDa, 1: His-gINMNAT 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) 3: 2x10° Trofozoitos de G. lamblia
Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X A) Gel SDS-PAGE 12% Tefido con Comassie Coloidal B) Western Blot
Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rabano (HRP) C) Western Blot Revelado con el Sistema Estreptavidina-Biotina-
Fosfatasa Alcalina.
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Existen tres explicaciones posibles para que los anticuerpos producidos reconozcan
diversas bandas en los parasitos: (i) que se reconozcan proteinas similares en el parasito
(i) que se hayan generado anticuerpos contra la etiqueta de histidinas (iii) que la proteina
NMNAT enddgena presente diferentes modificaciones postraduccionales. Con el fin de
evaluar estas posibilidades se realiz6 la deteccion de la NMNAT bajo dos
aproximaciones: la evaluacion de la deteccion de proteinas His-NMNAT homologas vy la
purificacién de los anticuerpos IgY-agINMNAT a partir de membranas como se menciond
previamente en la metodologia.

4.3.3 Los Anticuerpos IgY producidos reconocen Reconocen
enzimas NMNAT homologas.

La presencia de bandas adicionales puede ser explicada de diversas maneras. En primer
lugar en el transcriptoma de Giardia lamblia se reportan dos secuencias putativas para
NMNAT, ambas secuencias han sido clonadas, expresadas y purificadas en sistemas
heterélogos (E. coli) y se ha demostrado su actividad enzimatica, por lo que es posible
gue de expresarse, el anticuerpo este reconociendo ambas isoenzimas. [7, 8] Para
comprobar si el anticuerpo IgY de Huevo puede reconocer ambas isoenzimas se
aprovechd la disponibilidad de ambas proteinas recombinantes y se realiz6 un ensayo de
deteccion. La Figura 4-17, muestra la deteccién de ambas proteinas His-gINMNAT de 31
y 28 kDa, que para distincibn en este texto seran llamadas gINMNAT-A y B
respectivamente. Los ensayos realizados permiten adicionalmente comprobar la
deteccién de una proteina recombinante homologa de Lesihmania brasilensis (His-
LbNMNAT) y una proteina homologa la isoenzima 3 humana (Hs-NMNAT-3). De estos
experimentos se puede concluir que se ha desarrollado un anticuerpo IgY capaz de

reconocer las NMNAT de G. lamblia.
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Figura 4-17. Reconocimiento Cruzado por Western Blot del Anticuerpo IgY-agINMNAT. LMW: Marcador de Bajo Peso
Molécula (kDa), 1: gINMNAT-A (500ng), 2: gINMNAT-B (500ng) 3: LbONMNAT (500ng) 4: Hs-NMNAT-3 (500ng) 5: BSA
(500ng). A) Gel SDS PAGE 12%Tefiido en Comassie coloidal. B) Western blot revelado con el sistema de Peroxidasa de
Rabano (HRP)
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4.3.4 Los extractos celulares de trofozoitos mejoraron la
deteccion de la NMNAT enddgena en el parasito

Aunque es evidente la deteccidén de sefales fuertes y discretas sobre células completas
en estadio trofozoitos, las bandas reconocidas no fueron siempre consistentes al emplear
IgG e IgY. Por esta razon se decido emplear técnicas de fraccionamiento celular con el
objetivo de concentrar las proteinas solubles y tener una deteccion mas precisa de las
gINMNAT. Se realiz6 la preparacién de extractos citoplasmaticos y nucleares de
trofozoitos, tal y como se enuncia en la metodologia y se realizaron ensayos de

inmunodeteccion por western blot sobre estas muestras.

La figura 4-18 ilustra los resultados obtenidos empleando anticuerpos IgY de huevo sobre
los extractos, evidenciandose el reconocimiento de bandas sobre ambos tipos de
fracciones celulares. Sobre los extractos citoplasmaticos se detectan 3 bandas de 30, 38
y 60 kDa. Estas bandas coinciden con algunas de las detectadas sobre células

completas. De igual manera sobre el extracto nuclear se observa la deteccion de una



banda de 116 kDa que es también detectada sobre las células totales. Estos resultados
corroboran la deteccién sobre trofozoitos completos mostrada previamente (Figura 4-15).
Algunas de las bandas en los extractos presentan una sefial mas fuerte en contraste a la
presente en células totales que posiblemente sea una sefial de un mayor enriguecimiento
de la proteina presente alli, es este el caso de la banda de 60kDa en el extracto
citoplasmético y de la banda de 116kDa en el extracto nuclear lo cual era uno de los
efectos esperados al concentrar las proteinas. El control negativo del experimento que
consistié en la deteccion con las IgY purificadas de un huevo proveniente de una gallina
no inoculada evidencia ausencia de sefal segun lo esperado, con una excepcion y es
una leve deteccion de la banda de 116kDa en el extracto nuclear. De manera que
probablemente la deteccion de esta banda sea el resultado de una especificidad debida a

la alta concentracién de proteina presente.

También, se llevd a cabo la deteccibn empleando los anticuerpos IgY de sangre
(resultados no mostrados) sin embargo no se evidencio ninguna sefial en los extractos

evaluados.

Figura 4-18. Deteccion de la proteina gINMNAT sobre Fracciones Celulares de G. lamblia empleando anticuerpos
IgY de Huevo. LMW: Marcador de Bajo Peso Molécula (kDa), 1: His-gINMNAT (+) 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) (-)
3: 2x10° Trofozoitos de G. lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X 5: 100ug de Extracto Citoplasmatico de
trofozoitos de G. lamblia 6: 100ug de Extracto Nuclear de trofozoitos de G. lamblia. A) Gel SDS-PAGE 12% Tefiido con

Comassie Coloidal B) Western Blot Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rabano (HRP).

A) B)
w1 2 3 - 6 w1 2 3 5 6
wellr. ¥ — —
66| - i
as|e o
—

"B
29 »

ok =it




68 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia
(gNMNAT): Determinacion de la Localizacidon Subcelular y Aproximacién Estructural

Para la deteccidn sobre extractos se emple6 también el anticuerpo IgG de ratdén y se
revelo en el sistema estreptavidina-biotina fosfatasa alcalina, que permite una
amplificacién de la sefal, en razén a que segun los ensayos sobre células totales (Figura
4-16) la deteccién es mas fuerte empleando este sistema. Los resultados (Figura 4-19)
evidencian una banda de 38kD, detectada previamente sobre células totales, tanto como
la ausencia de sefial sobre extractos citoplasmaticos y nucleares, no obstante la banda
de 38kDa detectada en células totales aparece en el pellet celular restante de los

extractos preparados.

Figura 4-19. Inmunodeteccion de la proteina gINMNAT sobre Fracciones Celulares de G. lamblia empleando
anticuerpos IgG de Ratén. LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-gINMNAT (+) 2: Albumina de Suero
Bovino (BSA) (-) 3: 2x106 Trofozoitos de G. lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X 5: 100ug de Extracto
Citoplasmatico de trofozoitos de G. lamblia 6: 100ug de Extracto Nuclear de trofozoitos de G. lamblia. A) Gel SDS-PAGE

12% Tefiido con Comassie Coloidal B) Western Blot Revelado con el Sistema Estreptavidina-Biotina-Fosfatasa Alcalina.
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Los anteriores experimentos permiten concluir que ambos anticuerpos (IgG e 1gY)
reconocen una banda de 38kDa que posiblemente corresponda a una NMNAT en G.
lamblia sujeta a modificaciones post-traduccionales que alteran su tamaiio y por ende su
movilidad electroforética bajo condiciones denaturantes. Aunque se detecta es misma
banda con ambos anticuerpos de una manera fuerte, la localizacion de la proteina no fue
concluyente ya que fue detectada en el citoplasma como en el pellet de la extraccion que
corresponderia a organelos de tipo membranoso presentes en el citoplasma. Muchas de

las NMNAT que han sido determinadas, presentan diversos tipos de modificaciones



postraduccionales. En el caso de las enzimas humanas, el mondémero NMNAT-1
presenta tres sitios potenciales de fosforilacién blanco de la Proteina Quinasa C (PKC)
(Ser®®, GIn'®", Pro'), la NMNAT-2 presenta una palmitoilacion en dos residuos de

cisteina (Cys'®* y Cys'®

) que permite su anclaje a la membrana de Golgi. [27] Estas
modificaciones han demostrado ser importantes para la regulacion pero no son
indispensables para la catdlisis, por lo que generalmente no es posible determinar este

tipo de procesos mediante andlisis in vitro de la actividad enzimética.

Las modificaciones post-traduccionales constituyen uno de los mecanismos mas
eficientes de la evolucion para incrementar la versatilidad en la funcién proteica,
proveyendo a la célula con la flexibilidad para responder a un amplio rango de estimulos.
Adicionalmente, son una manera reversible para modular rapida y especificamente las
funciones, actividades y estabilidades de las proteinas preexistentes, controlando por lo
tanto la dinamica de los procesos celulares. En G. lamblia han sido identificados diversos
tipos de modificaciones post-traduccionales de proteinas como: glicosilaciones,
fosforilaciones, poli-glicilaciones, sumoilaciones entre otras, las cuales determinan la
localizacién subcelular de proteinas y en general se encuentran relacionadas, con la

regulaciéon de la progresion del ciclo celular y la diferenciacion .[70, 71]

4.3.5 El anticuerpo IgY purificado a partir de membranas de
nitrocelulosa permitio la deteccidon especifica de la NMNAT
en Giardia

Para determinar si realmente se estaba reconociendo una proteina gINMNAT
postraduccionalmente modificada, se debia tener certeza que los anticuerpos no estaban
reconociendo bandas inespecificas sobre los parasitos. Aprovechando la gran cantidad
de anticuerpos IgY de huevo disponibles, se recurri6 a dos estrategias para bloquear
seflales inespecificas. La primera consiste en la neutralizacion de posibles IgY no-
NMNAT producidos contra las proteinas contaminantes de los cuerpos de inclusion que
puedan estar generando falsos positivos en el reconocimiento sobre los parasitos
mediante una pre incubacion del anticuerpo IgY de Huevo con extracto de proteinas
solubles de E. coli. La segunda estrategia consiste en la purificacion de los IgYa-

gINMNAT de los IgY eluidos de la cromatografia tiofilica, a partir de la eluciébn desde
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membranas de nitrocelulosa que contienen la proteina recombinante previamente

incubada con el anticuerpo, tal y como se describe en la metodologia (3.2.6).

Para el desarrollo de la segunda estrategia fue necesario realizar una corrida
electroforética de la proteina recombinante purificada de los cuerpos de inclusién, una
transferencia hacia membranas de nitrocelulosa, una tincion para evidenciar la banda
correspondiente a la NMNAT, el corte de la banda correspondiente a dicha proteina y la
incubacién de esta membrana con los anticuerpos IgY de huevo. Adicionalmente se
comprobé la eficiencia del proceso al realizar un ensayo de dot blot sobre proteina
recombinante y evidenciar la deteccion de esta (Figura 4-20).

Figura 4-20. Purificacion de los anticuerpos IgY-agINMNAT desde Membrana de Nitrocelulosa. A) Coloracion con
Rojo Ponceau de la Membrana con el Antigeno His-gINMNAT-A empleado para la purificacion LMW: Marcador de
bajo peso molecular (kDa) 1 y 2: Proteina His-gINMNAT-A. B) Deteccién por dot-blot de la proteina His-gINMNAT-A

empleando anticuerpos Purificados 1. IgY de Huevo sin tratar (+), 2. IgY —agINMNAT Purificado sin diluir.
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Luego de demostrar que los anticuerpos purificados eran capaces de reconocer la
proteina recombinante, se procedié a emplearlos junto con los anticuerpos neutralizados
(pre-tratados con E.coli) para la deteccion de la proteina recombinante mediante western
blot. La figura 4-21 evidencia un claro reconocimiento de la proteina His-gINMNAT-A
empleando los IgY provenientes de ambos tipos de tratamientos. Por otra parte el
tratamiento més efectivo para evitar el reconocimiento de inespecificidades fue la
purificacion de anticuerpos desde membranas con la aparicion Unicamente de la banda

esperada (31kDa) con ausencia de deteccion inespecifica de proteinas de mayor peso



molecular como se evidenciar al emplear el IgY sin tratar. La neutralizacion solo reduce
la aparicion de sefiales inespecificas sobre proteina recombinante pero no las elimina
totalmente.

Figura 4-21.Reconocimiento de las gINMNAT con Anticuerpo IgY de Huevo Bloqueado contra sefiales
inespecificas. LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-gINMNAT (+) 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) (-)
A) IgY de Huevo Sin tratar (+) B) 1gY-agINMNAT Purificado desde Membranas de Nitrocelulosa C) IgY Neutralizado con

Extracto Soluble de E. coli BL21. Western Blot Revelado con el Sistema Peroxidasa de rabano (HRP).

A B c
MW 1 2 1 2 1 2

116
66 -

[~ SR
45
35 ;

~ - -—
29
18,2
14,4 -

Habiendo determinado reconocimiento especifico de la proteina recombinante, se
procedié a emplear los anticuerpos IgY purificados de membranas de nitrocelulosa para
la deteccién de la proteina enddgena sobre células y extractos de G. lamblia. La figura 4-
22 evidencia la deteccion empleando el anticuerpo IgY purificado bajo este sistema.
Ademas de la deteccion de la proteina recombinante, se evidencia también la deteccion
de 2 bandas en trofozoitos completos y fracciones solubles de 30 y 38 kDa. Estos
resultados coinciden con los experimentos previos empleando el IgY puro, por lo que se
concluye que posiblemente estas dos proteinas correspondan a NMNAT enddgenas de
G. lamblia y que la diferencia de tamafio con los valores esperados se deba

posiblemente modificaciones postraduccionales que modifican su migracion.
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Figura 4-22. Reconocimiento de las gINMNAT Sobre trofozoitos y extractos celulares de G. lamblia empleando
anticuerpos IgY de Huevo Purificados desde Membranas. LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-
gINMNAT-A, 2: BSA, 3: 2x106 Trofozoitos de G. lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X, 4. 100ug de Extracto

Citoplasmatico 5: 100ug de Extracto Nuclear.
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4.3.6 La Proteina gINMNAT se Mantiene en Niveles Constantes
durante la enquistacion de G. lamblia

Con el objetivo de determinar la variacion de la expresion de la proteina gINMNAT en el
parasito durante su ciclo de vida se emplearon los anticuerpos IgY purificados de
membranas de nitrocelulosa en la deteccion de la NMNAT endbgena durante la
enquistacion. Con este fin se indujo in vitro el proceso de enquistacion como se describe
la metodologia, la induccion se llevé a cabo exitosamente y se obtuvo un porcentaje de
enquistacion de entre 30 a 34%, el cual se considera un porcentaje alto si se tiene en
cuenta que los porcentajes de enquistacion reportados in vitro no superan en promedio el
25% siendo el mas alto reportado del 50%. [72] La figura 4-23 muestra el resultado de la
deteccion durante diferentes intervalos de tiempo (Oh, 6h, 12h, 24h y 48h) del proceso
inducido in vitro. Es posible evidenciar la desaparicion total de la banda de 30 kDa a las
seis horas post-induccion y consecuentemente el enriquecimiento de la banda de 38kDa
posterior a las seis horas post induccion. Se evidencia también la deteccion de otras

bandas de mayor peso molecular no detectadas previamente.




Figura 4-23. Inmunodeteccion de la NMNAT durante la induccién de la Enquistacion de Giardia lamblia. LMW:
Marcador de Bajo peso Molecular (kDa) 1. His-gINMNAT-A 2. Trofozoitos Control (+) 3. Células a las Oh post-induccién 4.
Células a las 6h post-induccion 5. Células a las 12h post-induccion 6. Células a las 24h post-induccién 7. Células a las 48h
post-induccién (quistes). En cada carril se cargaron .2x106 células de G. lamblia resuspendidas en buffer SDS 1X. A) Gel

de SDS PAGE 12% Tefiido con Comassie coloidal B) Western blot revelado con el sistema biotina-estreptavidina-fosfatasa

alcalina.
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Los resultados de la identificacion de la proteina endégena durante la enquistacion son
interesantes, ya que se presenta la deteccion de dos bandas que manifiestan un
comportamiento opuesto durante el proceso, en primer lugar la proteina cercana al
tamafio esperado (30kDa) disminuye su expresion drasticamente a partir de las seis
horas de la induccion del estimulo mientras que la banda de 38kDa incrementa su
expresion a partir de este momento y se mantiene relativamente constante durante la
finalizacién del proceso. La disminucion en la expresion es un efecto esperado ya que
durante la fase temprana (primeras 10h post-induccién) de la enquistacién se reporta una
disminuciéon en la actividad metabdlica y por ende en los niveles de las enzimas

involucradas en estos procesos [72]

La intensificacion de la sefial para la proteina de 38kDa, puede estar explicada de varias
maneras, el primer escenario discutido previamente podria sefialar una forma
posttraduccionalmente modificada que incrementa su aparicion posiblemente en
respuesta al cambio metabdlico en el parasito, de ser este escenario dicha dinamica sea
una respuesta regulatoria de la actividad NMNAT. El segundo escenario posible,

teniendo en cuenta que el anticuerpo IgY desarrollado es capaz de reconocer ambas
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isoenzimas recombinantes, es que se dé el reconocimiento de las dos isoenzimas
enddgenas dentro del parasito y que la dinamica de su expresién sea opuesta debido
posiblemente una expresion diferencial en respuesta los estimulos responsables de

inducir la enquistacion.

4.4 Analisis de la Localizacion Intracelular de la Proteina
gINMNAT Empleando los Anticuerpos Policlonales
Desarrollados

4.4.1 La Proteina gINMNAT se Ubica en el Citoplasma de los
Trofozoitos

Los anticuerpos obtenidos fueron usados para evaluar la localizacién intracelular de la
proteina gINMNAT. A continuacion se muestran los resultados de dichos analisis. Se us6
el anticuerpo 1gG en diferentes titulos (1:1000, 1:500 y 1:250) (Figura 4-24), de estos

resultados es clara la ubicacion citoplasmatica de la proteina.

Es posible ver como la coloracién citoplasmatica tiende a presentar sefiales mas intensas
gue son visibles como granulos en el citoplasma. Al usar un titulo de 1:500 fue posible
observar ademas de la tincidon citoplasmatica en los parasitos (Figura 4-24), en algunos
de ellos una tincion en areas periféricas al discovental. El patrén de cloracién parece ser
especifico ya que es clara la ausencia de sefial en regiones como el interior del disco
ventral del parasito, flagelos y nucleos, adicionalmente al emplear para la deteccién
suero no relacionado, también se evidencia ausencia de sefal. Para el control de
deteccion se empled el anticuerpo monoclonal de raton o-Tubulina (Figura 4-24 4)
obtenido comercialmente para la deteccién de las estructuras como flagelos, cuerpo
medio y periferia del disco ventral en los parasitos, dandole validez a la deteccién

evidenciada.



Figura 4-24. Inmunodeteccién de la Proteina GINMAT sobre sobre Trofozoitos empleando Anticuerpos IgG. El
anticuerpo Primario (IgG) a-gINMNAT , Los anticuerpos Secundarios a-lgG-ALEXA488 (1:1000) Tincién Nuclear con DAPI
(1:100000). 1. Titulo 1:250 2. Titulo 1:500 3. Titulo 1:1000 4. a-tubulina 1:500 (+) 5. Suero no relacionado 1:250. La barra

blanca o negra representa 25um. las imagenes fueron tomadas a un aumento de 20X. . Imagenes tomadas del

Microscopio con Sistema confécal Nikon C1 plus.

DAPI ALEXA 488 SUPERPOSICION

Los andlisis de localizacion subcelular, fueron también realizados empleando el

anticuerpo IgY proveniente de huevo. Al igual que con los anticuerpos IgG de ratén, con
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los anticuerpos IgY de huevo es posible detectar la proteina gINMNAT a nivel
citoplasmaético (figura 4-25), aunque en algunos parasitos se visualiza una tincién con un
patrén granular no es algo generalizado en todos los organismos observados.
Adicionalmente, se visualiza que el reconocimiento es especifico, a pesar de la aparicion
de una leve sefal sobre los parasitos tratados con la muestra no relacionada y de la
ausencia de sefal en regiones donde era clara la no deteccién empleando IgG. Ya que la
coloracién empleando IgY tiende a ser mas homogénea y menos particulada o especifica
de subestrucutras, para el reconocimiento de la gINMNAT durante el proceso de
enquistacion no seran empleados los anticuerpos IgY.

Figura 4-25. Inmunodeteccién de la Proteina GINMAT sobre sobre Trofozoitos empleando Anticuerpos IgY de
Huevo. El anticuerpo Primario (IgY) a-gINMNAT, Los anticuerpos Secundarios a-lgG-FITC (1:1000) Tincién Nuclear con
DAPI (1:100000). 1. Titulo 1:25 2. Titulo 1:50 3. Muestra no Relacionada 1:25. La barra blanca o negra representa
25uM.las imagenes fueron obtenidas con un aumento de 20X. . Imagenes tomadas del Microscopio con Sistema confécal
Nikon C1 plus.
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4.4.2 Inmunodeteccién de la Proteina gINMNAT Durante la
Induccidén de la Enquistacién en G. lamblia

Para evaluar si existe o0 no un cambio en la localizacién intracelular de la gINMNAT
durante la enquistacién se realizaron ensayos de inmunofluoresencia empleando el
anticuerpo 1gG-a gINMNAT el cual dio el mejor resultado para la Inmunodeteccion sobre
trofozoitos como se mostrd previamente. Los resultados se ilustran en la figura 4-26 en
esta grafica se visualiza que el proceso de enquistacién ocurrié de manera 6ptima ya que
a partir de las 6h post induccion es posible ver células con morfologia redondeada y a
partir de las 12 h es posible visualizar quistes. Los quistes evidenciados presentan la

morfologia tipica tetranucleada con la presencia de una pared celular traslucida.

A pesar de que la deteccion control positivo, con el anticuerpo monoclonal comercial
contra una de las proteinas de la pared del quiste (a-CWP) no fue muy exitosa, se
evidencia claramente la deteccién invariante de la gINMNAT durante todo el proceso y
finalmente en los quistes obtenidos. También es notoria a partir de las 24h una deteccién
particulada sobre las células. Estos resultados concuerdan con lo obtenido al evaluar por
western blot los proteomas de las células inducidas en diferentes intervalos en la
enquistacion, ya que, durante todo el proceso se evidencia deteccion de bandas ya sea
de 30 o0 38kDa, por lo que es de esperarse que estas proteinas sean reconocidas durante

los ensayos de inmunofluoresencia.
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Figura 4-26. Inmunodeteccidn de la Proteina gINMNAT Durante la Enquistacion de G. lamblia. Los anticuerpos
Primarios (IgG) a-gINMNAT (1:250) y a-CWP1-TAMRA (tetrametilrodamina 1:1000), Los anticuerpos Secundarios a-1gG-
ALEXAA488 Tincion Nuclear con DAPI 1:100000. 1. Células a las Oh post-inducciéon 2. Células a las 6h post-induccion 3.
Células a las 12h post-induccién 4. Células a las 24h post-induccién 5 células a las 48h post-inducciéon (Quistes) 6. Células
a las 48h post induccién con el Suero 1gG no relacionado (Quistes (-)). Las barras negras o blancas indican 10uM,

Aumento 20X. Imagenes tomadas del Microscopio con Sistema confécal Nikon C1 plus.
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4.5 Generacion de un vector de expresion para la
deteccion de la proteina transgénica HA- gINMNAT
sobre Trofozoitos Transfectantes

4.5.1 Amplificacion del fragmento codificante para la
gINMNAT a partir de Cebadores con secuencias de
Restriccion para la Clonacion en el Vector.

A partir de las secuencias de nucleétidos registradas en la base de datos Giardia DB, [1]
se disefiaron cebadores especificos para la amplificacion con secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion, necesarias para la ligacion en el vector, de
esta manera se obtuvo la amplificacién del fragmento de interés: GlInmat usando como
plantila el ADN Plasmidico del vector pET100/D-Topo-gINMNAT-ha obtenido
previamente a partir de la clonacion sobre ADN gendémico en trabajos anteriores. [6] La
Figura 4-27 ilustra las bandas obtenidas.

Figura 4-27: Amplificacion del gen gINMNAT de Giardia lamblia empleando iniciadores con secuencias de
restriccion para BAMHI y NOTI: M. Marcador 100pb 1. gINMNAT amplificada con iniciadores con secuencias de
restriccion, 2. GInmat amplificiada con iniciadores para pET100/D Topo-gINMNAT-a (+). 3. Control Negativo sin Plantilla
Gel de agarosa 1,5% (P/V)en Buffer TAE [47]
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4.5.2 Obtencion del Plasmido pTUBpacNT-HA

El vector de interés fue suministrado por el Doctor Hugo lujan de la Universidad de
Cérdoba en Argentina.[10] Se extrajo el vector de interés pTUBpacNT-HA para la
Transfeccion en Giardia el cual estaba en células E.coli TOP10, para esto se usé el
método de lisis alcalina miniprep, como se observa en la Figura 4-28 se obtuvo una gran
cantidad de ADN plasmidico (1392,5 ng/uL). El conjunto de bandas evidenciado es el

resultado de las distintas conformaciones estructurales del ADN plasmidico.

Figura 4-28: Obtenciéon del Plasmido pTUBpacNT-HA: M. Marcador de 1Kb, 1. pTUBpacNT-HA concentrado 2.
pTUBpacNT-HA dilucién (1/50) 3. pTUBpacNT-HA dilucién (1/100) 4. Control (-) lisis. Gel de Agarosa 0,8% (P/V) Buffer
TAE.Tefiido con Bromuro de Etidio ( BrEt).
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4.5.3 Digestion, Ligacion y Clonacion del fragmento
gINMNAT en el vector pTUB pacNT-HA

Una vez purificados el amplificado (gINMNAT) vy el vector de expresion en Giardia, se
realizd6 una reaccion de doble digestiébn con las enzimas Notl y BamHI que cortan el
vector en el sitio de Clonacién Mdltiple. [10] Los productos de digestion se observan en la
Figura 4-29. De esta grafica se infiere que la reaccién de digestién ocurri6 eficientemente
dado que el plasmido pTUBpacNT-HA (Figura 4-29 B) muestra su tamafio de 4,85kb en

la forma linear esperada luego del tratamiento.



Figura 4-29: Digestion de los fragmentos gINMNAT-A y del vector pTUBpacNT-HA: A. M. 100pb 1. gINMNAT-a sin
digerir 2. Glnmnt-a Digerido B. M. 1KB 1. pTUBpacNT-HA sin Digerir 2. pTUBpacNT-HA Digerido. Geles de Agarosa 1%
(PV) en Buffer TAE. Revelado con Br-Eth.
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Una vez ocurrio la digestién eficiente, los productos de esta fueron purificados desde el
gel de agarosa para realizar la reaccion de ligacién del gen gINMNAT-a en el vector
pTUBpacNT-HA. El producto de esta reaccion de ligacion fue usado para la
transformacion de cepas E. Coli TOP10 competentes previamente preparadas por
métodos quimicos usando CaCl,. De esta transformacién se obtuvo el crecimiento
especifico y abundante de mas de 200 colonias; Las bacterias fueron seleccionadas por

presencia del pldsmido gracias al crecimiento sobre placas de LB-Ampicilina (100ug/mL).

Con el objetivo de descartar la presencia de posibles falsos positivos producto de la
religacion del plasmido, se procedié a rastrear colonias positivas por medio de PCR
empleando como plantilla las colonias obtenidas; en la Figura 4-30 se observa que se
obtuvieron bacterias con el inserto de interés. Para el rastreo se usaron los iniciadores
disefiados en anteriores trabajos para la amplificacion a partir de ADN gendémico por
presentar una mayor eficiencia de amplificacion.
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Figura 4-30: PCR Colonias Transformantes pTUBpacNT-HA-gINMNAT E. coli TOP10 M. 100pb 1. Colonia Al 2.
Colonia A2 3. Colonia A3 4. Control (+) ADN genémico. Geles de Agarosa 1,5% (P/V) Buffer TBE.
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Fueron seleccionadas tres colonias positivas, que fueron repicadas y almacenadas a -
80°C; paralelamente se extrajeron los respectivos pladsmidos de las cepas cuya
amplificacién del fragmento de interés fuese mas fuerte, siendo escogidas segun el gel
anterior, las cepas A3y A4 (Figura 4-30). Los plasmidos fueron eficientemente extraidos
y visualizados en un gel de agarosa (Figura 4-31). De nuevo se comprobd la presencia
del inserto mediante PCR sobre los mismos (Figura 4-31).

Figura 4-31: 1. (Izquierda) Plasmidos pTUBNT-gNMNAT-A o B: M) 1kb 1) A2 2) A3 3) B4 4) B5. 2. (Derecha) PCR
Plasmidos extraidos pTUBNT-gNMNAT-A 'y B: M) 100pb 1) Al 2) A2 3) A4 4) A5 5) Control A (-) Plasmido Sin inserto 6) B5
7) Control A (+) ADN Gendmico. Geles de Agarosa 0,8% y 1,5% en buffer TBE.
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Finalmente se realizo la maxi extraccion de los plasmidos para la transfeccion empleando el
metodo de Lisis Alkalina- fenol cloroformo partiendo de 500mL de Cultivo bacteriano de la cepa
A3. El resultado de la extraccion se visualiza en la Figura 4-32. Se obtuvo una gran cantidad de
ADN plasmidico (1-2ug/ul) optima para llevar a cabo la transfeccion por electroporacion en el
parasito. [51]

Figura 4-32 Maxi extraccion por Lisis Alcalina del Plasmido pTUBpacNT-NA-gINMNAT-a de la colonia A3. M.
AHiindlll 1. Plasmido Concentrado 2. Plasmido Diluido 1/10 veces.Gel de Agarosa 0,8%.
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4.5.4 Inmunodeteccion de la Proteina Transgénica HA-
NMNAT Sobre Trofozoitos de G. lamblia

Con el objetivo de determinar la localizacion subcelular de la gINMNAT, se realizé la
Transfeccion por electroporacion de trofozoitos con el constructo pTUBpacNT-HA-
gINMNAT-a. Una caracteristica del vector pTUBpacNT-HA es que posee una secuencia
codificante del amino terminal para una etiqueta de hemaglutinina (HA), la cual es
sintetizada con la proteina y puede ser posteriormente reconocida por un anticuerpo
monoclonal de ratén (aHA). Como se evidencia en la Figura 4-33, la electroporacion tuvo
un buen resultado ya que fue posible observar fluorescencia verde homogénea en el
citoplasma de algunas células fijadas (Figura 4-33), lo cual muestra, al igual que los
ensayos anteriores con los anticuerpos policlonales especificos contra la gINMNAT una
ubicacion citoplasmatica de la NMNAT. Fue posible descartar fluorescencia inespecifica

al evidenciar algunas células no detectadas por el anticuerpo fluorescente, que
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mostraban marcaje con la tincion nuclear (Figura 4-33). Como control de
autofluorescencia se realizd una Transfeccion y una deteccidn con el vector pTUBpacNT-

HA vacio (Figura 4-33 B) en la cual segun lo esperado no mostro fluorescencia.

Figura 4-33. Ensayo de Inmunofluoresencia Sobre Trofozoitos Transfectados con el Vector pTUBpacNT-HA-
gINMNAT. Anticuerpo Primario a-HA (1:500), Anticuerpo Secundario a-lgG-ALEXA (1:1000). A. Trofozoitos Transfectados
con pTUBpacNT-HA-gINMNAT B. Trofozoitos Transfectados con el vector vacio. Imagenes tomadas del Microscopio con

Sistema confécal Nikon C1 plus.

CAMPO CLARO (40x) o-HA DAPI

| . ..




455 La GLNMNAT se Localiza Citoplasmaticamente y se
Concentra en Regiones de Manera Particulada en
Trofozoitos de G. lamblia

Con el objetivo de tener indicios acerca de la localizacién subcelular se emple6 el
servidor PSORTII que ha mostrado ser efectivo para la prediccion del direccionamiento
de algunas proteinas de Giardia hacia fracciones mitosomales. [73] No obstante la
distancia filogenética de G. lamblia de otros metazoarios hace que las secuencias de
localizacién subcelular sean muy divergentes de las tipicas facilmente reconocidas por
este tipo de servidores. Por esta razén no se esperan en el analisis de secuencias del
parasito porcentajes altos en este tipo de predicciones bioinformaticas, de manera que el
porcentaje obtenido de 47,8% para la ubicacion citoplasmatica es considerado una dato
valido, sustentado ademas por el porcentaje de confiabilidad entre la discriminacion
nuclear / citoplasmatica del servidor que es superior al 70%.

Los andlisis experimentales por inmunofluoresencia revelaron la deteccion citoplasmética
de la NMNAT en trofozoitos de G. lamblia, esta localizacién juega un papel fundamental
para el parasito, ya que un nivel adecuado de NAD+ es necesario para los procesos de
oxido reduccién que se llevan a cabo en el citoplasma. Asi como en las células humanas
gue expresan la isoenzima HsNMNAT-2 la localizacion citoplasmatica, es fundamental
para generar NAD+ precursor de agentes movilizadores de calcio como cADPR [74] y de
reacciones metabdlicas como la glicélisis, proceso indispensable para la obtencion de la

mayor parte de energia quimica en G. lamblia. [18]

La localizacion particulada detectada en los ensayos de inmunfluoresencia sobre
algunos trofozoitos podria ser un indicio de algun tipo de direccionamiento diferencial en
respuesta algun tipo de estimulo como el observado en la isoenzima HsSNMNAT-2, la
cual estd modificada postraduccionalmente por una palmitoilacién, Si se impide que esta
modificacion se lleve a cabo, se evidencia una mejora significativa en la eficiencia
enzimatica, lo que sugiere que la enzima puede estar anclada a la membrana del aparato
de Golgi para ser inactivada en razon de las fluctuaciones en la concentracion citosélica
de NAD+ y puede estar disponible nuevamente cuando sea necesario incrementar las

concentraciones del dinucledtido. [27] Un estudio detallado sobre las posibles
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modificaciones post traduccionales de la gINMNAT podria determinar si es posible que

ocurra un tipo de regulaciéon similar de la actividad NMNAT en este parasito.

Por otro lado, la deteccién particulada podria corresponder al reconocimiento de las dos
isoenzimas reportadas en el transcriptoma del parasito mencionadas previamente
(gINMNAT-A y B) [1] ya que en este trabajo se ha demostrado que existe reconocimiento
cruzado de ambas proteinas recombinantes. Seria posible determinar este escenario,
mediante el empleo de técnicas de microscopia inmunoelectronica de transmision, que
permite contrastar las sefales obtenidas con los anticuerpos generados con datos
reportados de la ultra estructura de G. lamblia de la cual existe un alto conocimiento, [75]

siendo posible determinar si existe una asociacién especifica a organelos particulares.

Los resultados de la evaluacion de la localizacién subcelular durante la enquistacion
podrian estar acorde con la hipétesis de la existencia de modificaciones post
traduccionales que podrian ser requeridas para procesos como el rearreglo génico
necesario durante este proceso, ya que se tiene evidencia de que el estado de
acetilacion de la cromatina juega un rol clave en la regulacion de la diferenciacién del
parasito por controlar el nivel de transcripcibn génica y posiblemente alterar la
accesibilidad de regiones promotoras de muchos factores de transcripcion de genes
especificos de enquistacion. [76] Y es bien conocido que muchas de las proteinas
encargadas de regular este tipo de procesos son Histonas Deacetilasas NAD+
dependientes, consumidoras activas a nivel nuclear, de las cuales existen 4 secuencias
hipotéticas en Giardia, [1] y que en muchos organismos han mostrado regular procesos
varios como envejecimiento, extension de la vida en incluso expresion de genes
dependiente del ciclo circadiano. [5, 28, 29, 77] Por lo que este resultado muestra la
necesidad del mantenimiento de un nivel de NAD+ nuclear que le garantice al parasito el
desarrollo satisfactorio de los diversos procesos de transformacién durante su ciclo de
vida. No obstante es necesario un refinamiento de estos ensayos con el objetivo de

obtener resultados mas claros y concluyentes sobre la localizacion de las NMNATSs.



4.6 Deteccion de la Expresion de la Isoenzimas gINMNAT
a Nivel de ARNm

La extraccion de ARN a partir de trofozoitos de G. lamblia se llevé a cabo de manera
exitosa obteniéndose concentraciones de ARN entre 300-500ng/ul. EI ARN obtenido se
encontraba en buenas condiciones como se ilustra en la (Figura 4-34) ya que visualiza
una predominancia de secuencias de alto peso molecular.

Figura 4-34. Extraccion de ARN de trofozoitos de G. lamblia. M. 1kb 1. ARN proveniente de 62 x 10° Células 2. ARN
Proveniente de 78 x 10° Células. Gel de Agarosa 1% en Buffer TBE 0,5X

10000

2000
1500

1000

750

500

250

4.6.1 Generacion de ADNc a Partir de ARNm Extraido

Como primera aproximacion a la deteccién de transcritos para las NMNATs de G. lamblia
se llevo a cabo la sintesis de ADNc, empleando la enzima Transcriptasa Reversa del
virus de la leucemia murina y un iniciador oligodT que permiti6 la retrotranscripcion de los
ARNmM de Giardia. A partir del ADNc generado se realizé un ensayo de amplificacion por
PCR de los genes de interés. La figura 4-35 ilustra los resultados, es evidente la
ausencia de amplificacién para los genes glnmnat a partir de ADNc, de igual manera el
control positivo de amplificacion, el gen ferrodoxina muestra la expresion de las

respectivas isoformas codificadas de 400 y 500pb que muestran ser transcritas
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significativamente. Al evidenciar amplificacion sobre el ADNc en el control positivo y
sobre los controles positivos de ADN gendmico para cada uno de los genes evaluados,
se determina que el ensayo se llevd a cabo adecuadamente, no obstante la no deteccién
de los genes ginmnat podria deberse a que estos presentan una expresion muy baja en

trofozoitos. [1]

Figura 4-35. PCR sobre ADNc de Trofozoitos de G. lamblia Obtenido con Iniciadores oligodT. M. 100pb, 1.
Iniciadores para la glnmnat-a 2. Iniciadores para la glnmnat-b 3. Iniciadores para el Gen Ferrodoxina 4. ADN
Genomico/lniciadores para glnmnat-a 5. ADN Genomico/ Iniciadores para glnmnat-b. 6. ADN Gendmico/ Iniciadores para
Ferrodoxina.6. ADN Genomico/Iniciadores Ferrodoxina 7. Control (-) Sin plantilla. Gel de Agarosa 1% e Buffer TBE 0,5X.

M: 2 & ¥ 4 B 6T
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Al no evidenciarse sefial de las ginmnat en los anteriores ensayos, se recurrio a realizar
el experimento de retrotranscripcion empleando directamente los iniciadores de las
isoenzimas glnmnat con el objetivo de enriquecer el ADNc de estos ARNm que parecen
tener baja abundancia, de igual manera que en el anterior ensayo se llevé a cabo una
reaccion de PCR sobre los respectivos ADNc. Los resultados del ensayo se evidencian
en la Figura 4-36, alli se observa la amplificacion sobre los ADNc para ambas isoenzimas
glnmnat, asi como la amplificacién sobre el control positivo evidenciando las respectivas

bandas codificantes para las isoformas de la ferrodoxina.



Figura 4-36. PCR sobre ADNc de Trofozoitos de G. lamblia Obtenido con iniciadores especificos de los Genes
glnmnat. M. 100pb 1. cDNA glnmnat-A 2. cDNA glnmnat-b 3.cDNA Ferrodoxina 4. RNA Ctl (-) 5.ADN genomico ginmnat-a
6. ADN genomico ginmnat-b 7. ADN Genémico Ferrodoxina. Gel de Agarosa 1,5% en TBE 0,5X.
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4.6.2 Las Isoenzimas gINMNAT Presentan una Baja
Expresion en Giardia lamblia

Dada la importancia de la enzima Nicotinamida/Nicotinato Mononucleétido Adenilil
Transferasa como centro de convergencia de las vias de sintesis del NAD+; molécula
metabodlicamente central, no es extrafio encontrar la presencia de dos isoenzimas en el
parasito Giardia lamblia, de hecho la existencia de isoenzimas es comin en
metazooarios.[28] Existen reportes similares para otros unicelulares como Sacharomyces
cerevissiae que comparte algunas semejanzas con Giardia como no presentar habitos
parasiticos intracelulares, lo cual elimina la posibilidad de recurrir a suplementos de
NAD+ provenientes de las células hospederas, viéndose obligados a mantener por si
mismos el nivel de NAD+ suficiente en los distintos compartimentos celulares y/o
distintos estadios metabdlicos de su ciclo de vida, para lo cual es eficiente tener dos o

mas isoenzimas funcionales.

La baja expresion de las isoenzimas en el parasito es corroborada con datos de la
plataforma GiardiaDB donde se reporta una expresion de =40% para la gINMNAT-a y del
=25% para la gINMNAT-b si se compara con otros registros de genes de abundante
expresion en el transcriptoma del parasito en estadio trofozoitos, como la expresion de
las dos isoformas del gen ferrodoxina control empleado en los experimentos del =90%
(Figura 4-37). [1]



Figura 4-37. Transcriptoma de Giardia lamblia. En el eje X se representa la cepa WB, en el eje Y se enuncian los
niveles del transcrito en porcentaje (percentiles). A) Gen ginmnat-a (GL50803_1372) B) Gen ginmnat-b (GL50803_92618)
C) Gen Ferrodoxina (GI50803_9662). Las Librerias de ARN cadena Especificas de Trofozoitos fueron secuenciadas

empleando la plataforma ilumina HiSeg2000 .[1]
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En esta misma base se encuentran reportes de la expresiéon a nivel transcripcional
durante condiciones de estrés dentro de las cuales se mencionan el estrés térmico,
redox, y por induccion de la enquistacion. De acuerdo a los datos obtenidos (Figura 4-
38), la expresion de la isoenzima glnmnat-a se mantiene mas o menos constante durante
la fase temprana de la enquistacién y disminuye drasticamente después de las siete
horas de induccién del estimulo, mientras que la expresién para la isoenzima glnmnat-b
tiene un pico alto a las tres horas después de la induccion del estimulo, pero en general
los niveles se mantienen constantes durante el transcurso del proceso. Estos datos se
asemejan a los perfiles encontrados para las bandas de 30 y 38kDa que segun los
resultados para la expresion a nivel proteico obtenidos y descritos durante este trabajo

corresponderian a las NMNAT en Giardia.
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Figura 4-35. Respuesta de Trofozoitos a estrés por Induccién de Enquistacion. Los paréasitos fueron sometidos a dos
protocolos de induccién del estimulo (Barras azules y Verdes). Eje X tiempos evaluados de expresion, Eje Y porcentaje de
transcripcion (percentil). A) Gen ginmnat-a (GL50803_1372) B) Gen glnmnat-b (GL50803_92618) C). Las Librerias de ARN

cadena Especificas de Trofozoitos fueron secuenciadas empleando la plataforma ilumina HiSeq2000 .[1]
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Una expresion diferencial de las NMNAT ha sido también reportada para organismos
unicelulares con ciclos de vida cambiantes como levaduras, donde se han encontrado
dos isoenzimas funcionales, una de las cuales (YLR328W) se encuentra
transcripcionalmente reprimida durante el cambio dialuxico (cambio del crecimiento
fermentativo a aerébico), siendo aun mayor la reduccion durante la esporulacion. El otro
gen nmnat (YGRO10W) es reprimido durante la esporulacién que al igual que el
enquistamiento en Giardia, tiene lugar cuando las condiciones de crecimiento se han
tornado desfavorables. Este Ultimo gen nmnat es inducido en presencia de agentes
alquilantes del ADN posiblemente suministrando de NAD+ a enzimas como las Poli-ADP-
Ribosas Polimerasas (PARPs) con actividad reparadora del ADN en este tipo de

condiciones. [28]




5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

o Se desarrollaron anticuerpos policlonales IgG e IgY en los sistemas murino y aviar
respectivamente. Estos anticuerpos fueron efectivos en el reconocimiento por
western blot de las proteinas recombinantes gINMNAT-A y B de G. lamblia, tanto
como de otras proteinas NMNAT homologas.

e Los anticuerpos policlonales desarrollados son efectivos en el reconocimiento de
la proteina endogena en trofozoitos completos y extractos celulares detectando
de al menos dos bandas de 30 y 38 kDa que corresponden posiblemente a las
NMNAT de G. lamblia.

e La Inmunodeteccion empleando los anticuerpos policlonales desarrollados en
ensayos de inmunofluoresencia sobre trofozoitos evidencio que la proteina
glnmnat es citoplasmatica. En algunas células fue posible visualizar, ademas una
deteccion particulada, que posiblemente corresponda a alguna localizacién celular
particular de la ginmnat dentro del citoplasma. Los anticuerpos mas efectivos para
este tipo de deteccidn son los desarrollados en el sistema murino (IgG), por tener

mejor sefial y menor inespecificidad sobre los trofozoitos.

¢ Se indujo efectivamente la enquistacion en el parasito obteniendo entre 30-34%
de quistes al finalizar la induccién del estimulo. Los ensayos de Inmunodeteccién
evidenciaron la disminucién de la banda de 30kDa detectada fuertemente luego
de seis horas post induccion del estimulo, asi como la intensificacion a partir de

las seis horas de la banda de 38kDa detectada durante todo el proceso.

e Se evidencio una deteccidén constante de la gINMNAT durante la enquistacion
mediante ensayos de inmunofluoresencia empleando los anticuerpos IgG de ratén

sobre células en diferentes intervalos de tiempo post-induccién del estimulo.
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e Se evidencio una baja expresion a nivel de RNAm de las dos isoenzimas ginmnat

en los trofozoitos de G. lamblia.

5.2 Perspectivas

Para obtener mejores ensayos de imunodeteccién y gracias a la gran cantidad
disponible del anticuerpo policlonal de huevo (lgY), es posible realizar ensayos de
purificacién adicionales a los empleados durante este trabajo, por ejemplo mediante
separaciones cromatogréficas de inmunoafinidad a resinas acopladas con la proteina
recombinante pura, eluyendo efectivamente los anticuerpos IgY-agINMNAT
especificos.

Para dilucidar la Inmunodeteccion particulada obtenida en los analisis de Microscopia
de fluorescencia, se pueden llevar a cabo ensayos de microscopia inmunoelectronica
empleando el anticuerpo policlonal IgG obtenido, que fécilmente se acopla
anticuerpos secundarios bioconjugados con nanoparticulas de oro coloidal. La
informacion obtenida se puede contrastar con la gran cantidad de informacién
disponible en lo referente a ultraestrucutra del parasito para determinar con mayor

fidelidad a que organelo corresponde dicha localizacion

Para una completa caracterizacion de la proteina gINMNAT se pueden emplear las
herramientas inmunolégicas desarrolladas (IgG e IgY) en ensayos de
inmunoprecipitacion que posteriormente facilitan el desarrollo de andlisis
espectrometria de masas de la proteina lo cual es importante ademas para
determinar la existencia o no de modificaciones postraduccionales y la naturaleza de

las mismas.

Con el fin de aumentar la especificidad de la deteccion podrian ser generados
anticuerpos contra regiones de aminoacidos especificas de las dos isoenzima
gINMNAT
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