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Resumen y Abstract IX

Resumen

Giardia duodenalis es un protozoario de interés médico ya que es el agente causal de la
giardiasis, la enfermedad gastrointestinal de mayor incidencia a nivel mundial, para la cual
no se cuenta aln con una vacuna o un tratamiento eficiente. En aras de buscar nuevos
blancos farmacoldgicos contra este parasito se ha abordado el estudio de las enzimas de
su metabolismo energético como las sirtuinas, deacetilasas dependientes del dinucleé6tido
de adenina y nicotinamida (NAD). Previamente en el Laboratorio de Investigaciones
Béasicas en Bioquimica — LIBBIQ se han estudiado las sirtuinas de G. duodenalis y se
identific6 a la GdSir2.1 como una deacetilasa citoplasmatica dependiente de NAD,
paralelamente, se identific6 a GdSir2.2 también como una deacetilasa dependiente de

NAD, pero de localizacion subcelular nuclear.

En este trabajo se estudié otro candidato a sirtuina (GdSir2.3) mediante el uso de
herramientas bioinforméaticas para la construccién de modelos estructurales; y el desarrollo
de herramientas experimentales como la proteina recombinante y la produccién de
anticuerpos que permitieron identificar la proteina endégena en el parasito. Con las
herramientas bioinformaticas se identificaron caracteristicas tipicas de la familia sirtuina
en la secuencia del candidato. Por otra parte, con las herramientas experimentales se
obtuvo la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 que al ser evaluada enzimaticamente
demostré actividad deacetilasa dependiente de NAD; y que sirvi6 como antigeno en la
produccion de los IgY — a — 6xHisGdSir2.3 para la identificacion de la proteina endégena
en trofozoitos y quistes de G. duodenalis encontrando una distribucion citoplasmética en
ambos estadios. Lo anterior corresponde por lo documentado en otros estudios donde se
sefiala a GdSir2.3 como un importante regulador de la enquistacion debido a su aumento
de expresion durante esta etapa del ciclo de vida, constituyéndola como un blanco

farmacologico promisorio para el control de esta parasitemia

Palabras clave: Deacetilasas de histonas, dinucle6tido de adenina y nicotinamida

(NAD), metabolismo energético, parésitos protozoarios, Sir2.
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Abstract

Giardia duodenalis is a protozoan of medical interest since it is the causative agent of
giardiasis, the gastrointestinal disease with the highest incidence worldwide, for which
there is still no vaccine or efficient treatment. In order to find new pharmacological targets
against this parasite, the study of enzymes of its energy metabolism such as sirtuins,
adenine dinucleotide-dependent nicotinamide (NAD) have been addressed. Previously, in
the Basic Research Laboratory in Biochemistry - LIBBIQ, G. duodenalis sirtuins have been
studied and GdSir2.1 was identified as a NAD-dependent cytoplasmic deacetylase, in
parallel, GdSir2.2 was also identified as a dependent deacetylase of NAD, but nuclear

subcellular location.

In this work, we studied another candidate for sirtuin (GdSir2.3) through the use of
bioinformatics tools for the construction of structural models; and the development of
experimental tools such as the recombinant protein and the production of antibodies that
allowed the identification of the endogenous protein in the parasite. With the bioinformatics
tools, typical characteristics of the Sirtuine family were identified in the candidate's
sequence. On the other hand, with the experimental tools the recombinant protein 6xHis-
GdSir2.3 was obtained, which when evaluated enzymatically demonstrated NAD-
dependent deacetylase activity; and that served as an antigen in the production of IgY-a-
6xHisGdSir2.3 for the identification of endogenous protein in trophozoites and cysts of G.
duodenalis finding a cytoplasmic distribution in both stages. The above corresponds to
what is documented in other studies where GdSir2.3 is pointed out as an important
regulator of encysting due to its increased expression during this stage of the life cycle,

constituting it as a promising pharmacological target for the control of this parasitemia

Keywords: Histone deacetylases, adenine and nicotinamide dinucleotide (NAD),

energy metabolism, protozoan parasites, Sir2.
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Introduccioén

Giardia duodenalis (syn. lamblia e intestinalis) es un eucariote basal de interés médico ya
gue es el agente causal de la giardiasis, la enfermedad gastrointestinal de mayor incidencia
a nivel mundial. Esta enfermedad ataca tanto a animales de interés agropecuario y
veterinario, como a personas de todas las edades en diferentes regiones del mundo,
siendo los principales afectados nifios de paises en vias de desarrollo. Actualmente no se
cuenta con una vacuna para prevenir esta enfermedad y los tratamientos existentes
resultan poco eficientes teniendo en cuenta los efectos secundarios que producen y su
costo; por lo tanto, urge la busqueda de nuevas dianas terapéuticas que permitan el
desarrollo de estrategias de control efectivas contra esta parasitemia.

Un punto de partida en dicha busqueda corresponde al estudio del metabolismo energético
y sus enzimas teniendo en cuenta que estan encargadas de regular procesos vitales en
todos los organismos. Dentro del metabolismo energético pueden destacarse las rutas de
biosintesis y catabolismo del dinucleétido de adenina y nicotinamida (NAD), que involucra
enzimas como las sirtuinas, las cuales estan asociadas a la regulacién de funciones vitales
como la reparacion de dafios en el DNA, la progresion del ciclo celular, la longevidad

celular, entre otras.

El estudio de las sirtuinas en organismos parasitos, puntualmente protozoarios, es un
campo poco explorado, pero promisorio ya que la evidencia que se tiene a la fecha
demuestra que ademas de las funciones tipicas, estas proteinas les otorgan ventajas
adaptativas como la variacion antigénica y formas alternativas para la progresion del ciclo
celular. Estudios previos del Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica —
LIBBIQ permitieron la identificacion bioinformatica de cinco genes candidatos a sirtuina en
el genoma de G. duodenalis, de los cuales se ha realizado la evaluacion experimental de
los dos primeros, GdSir2.1 y GdSir2.2.



2 Introduccién

Teniendo en cuenta la posible importancia de las sirtuinas en este organismo, se plante6
este trabajo para identificar un nuevo candidato a sirtuina en G. duodenalis mediante
herramientas bioinforméticas y experimentales con el fin de ampliar el conocimiento sobre
la bioguimica de este parasito en aras de proponer nuevos blancos terapéuticos que

permitan desarrollar estrategias de control efectivas contra esta parasitemia.



1. Marco teodrico

El presente marco teérico aborda los elementos conceptuales fundamentales para el
desarrollo de este trabajo agrupados por tematicas: En primer lugar, se realiza una
introduccion a la biologia e importancia del organismo modelo empleado en el trabajo,
Giardia duodenalis; y posteriormente se revisan los principales elementos de la familia de

las sirtuinas.

1.1 Biologia del modelo de estudio: Giardia
duodenalis

Giardia duodenalis (Syn. Giardia lamblia, Giardia intestinalis) es un protozoario parasito de
humanos y otros mamiferos que pertenece al orden Diplomonadida y es conocido por ser
el causante de una de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial, la giardiasis
1, A continuacion, se presentan algunos referentes sobre el ciclo de vida de este organismo,

su epidemiologia y estrategias de control.

1.1.1 Ciclo de vida.

G. duodenalis presenta dos formas celulares que corresponden a cada etapa de su ciclo
de vida (Figura 1). En primer lugar, el trofozoito (Figura 1B) es la forma movil del parésito,
morfol6égicamente se caracteriza por presentar dos nicleos, una estructura rica en tubulina
conocida como el cuerpo medio que le permite adherirse a las paredes intestinales del
hospedero y flagelos en las zonas anterior y posterior?. Este organismo resulta particular
debido a la ausencia de algunos organelos tipicos de eucariotes como lo son las
mitocondrias y el aparato de Golgi®. La forma de trofozoito corresponde a la fase replicativa
del parésito, ya que es en este punto en el que ocurre el proceso de fision binaria que
permitira el aumento en nimero de organismos para completar la infeccién. Algunos de

estos parasitos migraran hacia el yeyuno para formar quistes, mediante la enquistacion



4 Aproximacion al estudio de las sirtuinas de G. duodenalis

(Figura 1A.3 y Figura 1A.4) estas formas seran expulsados por las heces del hospedero

para continuar con el proceso de infeccion®.

El quiste (Figura 1C) es una estructura de resistencia que le permite al parasito sobrevivir
a diferentes condiciones ambientales externas al hospedero® . Los quistes de G.
duodenalis son formas ovaladas que se componen de dos trofozoitos que no han
completado su division celular, de alli que sean descritas como células tetranucleadas con
algunos remanentes de estructuras caracteristicas de la otra forma celular como flagelos
y cuerpo medio (Figura 1C.)3. El quiste esta rodeado por una pared compuesta en su
mayoria por glicoproteinas y que se desensambla ante cambios en el pH que corresponden
al avance del mismo por el tracto digestivo del hospedero®. Este proceso se conoce como

exquistacion y da origen a la otra forma celular del parasito.

A 2/

)

Figura 1. Ciclo de viday morfologia de G. duodenalis. A: Ciclo de vida de G. duodenalis.
1.Trofozoito. 2. Inicio de la enquistacion. 3. Quiste. 4. Inicio de la exquistacion, se observan
los flagelos emergiendo primero. 5. Rompimiento de la pared del quiste. 6. Liberaciéon de
exquizoitos y citocinesis. B: Trofozoitos de G. duodenalis observados con microscopia de
fluorescencia, los nucleos (1) fueron tefiidos con DAPI (Azul) y las estructuras ricas en
tubulina como los flagelos (2) y el cuerpo medio (3) con anticuerpos especificos (verde).
C: Quiste. Se observan dos pares de nucleos (1) teflidos en DAPI, la pared (2) fue tefiida
con anticuerpos especificos contra proteinas de la pared del quiste (CWP, verde). Tomado
y adaptado de: Adam (2001); Carranza y Lujan (2010).



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 5

1.1.2 Giardiasis, epidemiologia y tratamiento

La giardiasis es una enfermedad gastrointestinal que afecta a cerca de 200 millones de
personas en todo el mundo, presentando una mayor incidencia en nifios de paises en via
de desarrollo. Para Colombia, se reportaron en el 2017 cerca de 2 millones de casos
nuevos en nifios entre 7 y 14 afios en todo el territorio nacional, no obstante, la dificultad
de acceso a determinadas areas subestimaria la cifra real de casos®. Esta enfermedad no
sOlo afecta a los seres humanos, se han encontrado parésitos en heces de animales
domésticos como perros y gatos, pero también en animales de interés econémico como el

ganado, los cuales contribuyen a la transmisién zoonética de la enfermedad”.

En cuanto a la sintomatologia, la giardiasis genera un conjunto de molestias intestinales
como diarrea, vémito, mala absorcion de nutrientes, sindrome de colon irritable y pérdida
de peso acelerada. Se han encontrado manifestaciones no gastricas de la enfermedad
como sarpullidos, artritis y retraso del crecimiento y el aprendizaje en nifios®. Como
consecuencia de los sintomas, si no se realiza un diagnéstico temprano, y por ende un
tratamiento adecuado, se pueden presentar prevalencia de la enfermedad durante afios
después de hecho el diagnoéstico; y en el peor de los casos, ocasionar la muerte por

desnutricion®.

En la actualidad el tratamiento contra la giardiasis esta basado en el uso de antiparasitarios
de amplio espectro como el metronidazol'®, cuyo mecanismo de accion esta basado en el
ingreso del farmaco a las células a través de difusion pasiva, una vez dentro, este sera
reducido y producira radicales libres que generan dafios en el DNA!. No obstante, durante
los dltimos afios se ha reportado una alarmante disminucién de la efectividad de estos
farmacos en el tratamiento de la giardiasis ademas de la presencia de efectos secundarios
altamente nocivos!2. Lo anterior ha generado una urgencia en la busqueda de nuevas
dianas terapéuticas para el control efectivo de esta parasitemia y un punto de partida reside
en el metabolismo energético de este organismo donde se encuentran mecanismos de

supervivencia celular asociados a la familia de proteinas conocidas como sirtuinas.

1.2 Deacetilasas de histonas clase lll = Sirtuinas

Las sirtuinas (E.C 2.4.2.B15) son una familia de proteinas distribuidas en todos los
dominios de la vida que pertenecen a la clase Il de la familia de deacetilasas de histonas

(HDCAs) aunque también modifican proteinas no histdnicas. Una de las particularidades
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de las sirtuinas, y lo que las separa de las otras clases de HDCAs, es el uso de NAD* como
cosustrato de la reaccién de deacetilacién que genera como productos nicotinamida, 2’-O-
Acetil-ADP-Ribosa y la proteina deacetilada, esta reaccién trae como consecuencia la

modificacién de la carga en la proteina blanco y con ello, cambios en sus interacciones®®

1.2.1 Aspectos estructurales de las sirtuinas

Como se mencion6 anteriormente, las sirtuinas se distribuyen en todos los dominios de la
vida. Frye (2000) clasifico filogenéticamente a las sirtuinas en cinco grupos o clases
basandose en la presencia de motivos conservados de las secuencias de aminoacidos
encontrando que las clases | a IV agrupan la mayoria de sirtuinas de organismos
eucariotes y procariotes, mientras que la clase U (unclassified) retine aquellas sirtuinas
con particularidades estructurales que las separa de las demas. En esta clase se
encuentran sirtuinas tanto de archaes, procariotes y algunos eucariotes basales como los

protozoarios.

Las sirtuinas son proteinas globulares que tienen un tamafio muy variable, sin embargo,
una de las caracteristicas mas importantes de ellas es la presencia de un dominio catalitico
conservado de aproximadamente 250 aminoacidos!® (Figura 2), conocido como
plegamiento sirtuina y que consta de dos regiones: Una pequefia y otra grande, que en

conjunto permiten que la proteina lleve a cabo su actividad catalitica®®.

La region pequefia esté constituida por una serie de hélices a y un conjunto de laminas 3
antiparalelas que contienen un motivo invariable de dos pares de cisteinas las cuales
enlazan un ion de Zn?* de forma similar a la que se une en algunos factores de transcripcién
como TFIIS y TFIIBY'. Se ha demostrado que el motivo de cisteinas es fundamental para
la actividad sirtuina a partir de mutaciones en estos aminoacidos generando la pérdida total
de la actividad catalitica *8. Por su parte, el Zn?* se ha encontrado de manera endégena en
ensayos con sirtuinas recombinantes y su ubicacién alejada del sitio donde se da la
reaccion de deacetilacion sugiere que no esta involucrado directamente, no obstante, la
adicion de agentes quelantes inhibe la actividad sirtuina, lo que da a entender que la
presencia de este ion, ademas de ser indispensable para la catdlisis, ayudaria a la

estabilizacion estructural de la misma?®.

La regién grande corresponde a un plegamiento tipo Rossman, compuesto por una serie

de hélices a y laminas 3 antiparalelas con caracteristicas tipicas de union a nucleétidos
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como el motivo invariable G-X-G y un elevado nimero de residuos cargados®®. En esta
region se une el dinucleétido de adenina y nicotinamida (NAD*) como cosustrato,
adyacente al sitio de unién de la acetil-lisina *°. En las sirtuinas, contrario a otras proteinas
con este plegamiento, el NAD* se ancla de forma invertida, de tal manera que la adenina
se une en la region C-terminal del Rossman Fold, mientras que el anillo de nicotinamida,
al N-terminal adoptando posiciones variables en ausencia o presencia del péptido acetilado
16, En medio de ambas regiones se forma un bolsillo donde se ancla el sustrato por puentes
de hidrégeno formados entre los atomos de la cadena principal del centro catalitico y los
del péptido®®. Existe evidencia experimental que demuestra que la unién tanto del sustrato,

como del NAD+ es de caracter cooperativo (Figura 2)?°.

\

| Cofactor

| Binding Loop
!
|

A. fulgidus Sir2-Af2 T. maritima Sir2Tm

E. coli CobB H. sapiens SIRT2 H. sapiens SIRTS

Figura 2: Plegamiento sirtuina de diferentes especies. En azul se observa la region
pequefia y en rojo el ion de Zn?* unido de forma coordinada, el plegamiento tipo
Rossman se presenta en fucsia. Se puede observar que la arquitectura del dominio
catalitico se mantiene entre sirtuinas de diferentes dominios. Tomado de Sauve y
colaboradores (2006).
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Respecto al resto de la estructura, se ha encontrado que las sirtuinas presentan gran
variacion en las regiones N y C terminal en términos de secuencia, estructura
secundaria y funcién *°. Dichas variaciones estan asociadas a la translocacion celular,
oligomerizacion y la afinidad por los diferentes sustratos. También se ha encontrado
gue los posibles sitios de modificacion postraduccional se concentran fuera del dominio
catalitico, por lo que la variacion en los extremos de las sirtuinas tendria la funcion de

regular la actividad catalitica 2.

1.2.2 Mecanismo catalitico y regulacion de las sirtuinas

Dada la estructura conservada del dominio catalitico, las sirtuinas presentan también
un mecanismo de reaccién conservado en todos los organismos en donde han sido
caracterizadas. Dicha reaccién consiste en la remocién de un grupo acetilo de los
residuos lisina de diferentes proteinas usando como cosustrato NAD+ y generando
como productos nicotinamida, 2’-O-Acetyl-ADP-Ribosa (2’AADPR) y el péptido
deacetilado (Figura 3) .

Deacetylation :
1

Deacetylated lysine

Acetylated lysine
NH; V4

¥ LS ; o
o USPE U0 P) o—p-o—é»- o 4 ())\NH;
y— 00 O u!":fu b H N
'\' OH OH OH OH

H M (3] d) o
OH OH OH O O ) 074 e
NAD 2'-0O-actetyl-ADP ribose i, NAM
¥
¥ G
HO —‘—O—Lo\rj
O H H

NMN

Figura 3: Reaccion de deacetilacion catalizada por las sirtuinas. Tomado y adaptado

de Nakagawa y Guarente (2011)

Actualmente se ha propuesto que la actividad deacetilasa corresponde a un ataque
nucleofilico que puede simplificarse en dos pasos: Una vez estan anclados el
péptido y el NAD* al dominio catalitico de la sirtuina, el oxigeno del grupo acetil

sustituye al anillo de nicotinamida que se libera como primer producto de la
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reaccion, generando a su vez un intermediario que en el segundo paso sera
atacado por el 2°-OH de la ribosa del NAD* finalizando la reaccién con la liberacién
del péptido deacetilado, 2’-O-AADPR y nicotinamida?® (Figura 4)

A g NH
iy l H o |
NN o @ A<G_iDr¢—ADP
1% . 5 o M
NAD " #V=f & ‘ R AADPr
K¢~ 4fo. ¥ o
e, /Hvo;t H S e ;SW—Q—ADP - -
- o H <
p=o & AC cir—% Deacetylation @,
H=ND | H"@”\‘ i
\CHQ 29N  CHe N~ B /"‘
) 2 ¢ H118
C\H’z & C\H" N
me Nicotinamide J /
GHe Exchange {* N
f\ f\ Lysine’
Acetyl-Lysine O-alkyl amidate

Figura 4. Mecanismo de reaccion propuesto para la deacetilacién mediada
por sirtuinas. Tomado de Avalos y colaboradores (2005)

Ademas de la actividad deacetilasa, las sirtuinas tienen la capacidad de catalizar
otras reacciones como la deacilaciéon y la ADP-ribosilacion 24, En cuanto a la
deacilacion, se ha encontrado que las sirtuinas tienen otros sustratos como la lisina
unida a grupos propil, butiril, succinil y manolil; y la remocién de dichos grupos tiene
funciones biolégicas importantes en el marco de la regulacion postraduccional de
diferentes enzimas®. Por otra parte, la ADP — Ribosilaciéon (Figura 5) es una
modificacion que regula procesos como la organizacién de la cromatina, la fijacion
de nitrégeno y la reparacion de dafios en el DNA 2. Este mecanismo se ha
estudiado junto a la deacetilacién ya que en organismos como Trypanosoma brucei
se ha demostrado que es necesaria la deacetilacion de la lisina para que se lleve a
cabo la ADP - ribosilaciéon?’. La actividad ADP — ribosiltransferasa de diferentes
sirtuinas ha sido evaluada y se ha demostrado que en sirtuinas de eucariotes, es
baja en comparacion con la actividad deacetilasa. No obstante, algunas sirtuinas
de procariotes y organismos basales como los protozoarios presentan una mayor
actividad ADP - ribosiltransferasa, lo que indicaria que ésta es una reaccion
producida de manera secundaria a la deacetilacion o un mecanismo ancestral el

cual no ha sido completamente elucidado®.
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ADP-ribosylation NH, Mono ADP-
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Figura 5: Reaccién de ADP — Ribosilacion mediada por sirtuinas. A pesar de
que el mecanismo de esta reacciéon no ha sido completamente dilucidado, se ha
encontrado, que al igual que la deacetilacion, se requiere de NAD para que se lleve
a cabo, ademas, también se produce nicotinamida. Tomado y adaptado de

Nakagawa y Guarente (2011)

La actividad catalitica de las sirtuinas esta regulada por la concentracion de NAD*
y nicotinamida en la célula. Asi, por ejemplo, bajo condiciones de restriccion
caldrica, aumentan los niveles de NAD* promoviendo la actividad enzimatica, con
lo cual se aumenta la concentracion de nicotinamida como subproducto de la

reaccion lo que conlleva a la inhibicién por producto de tipo no competitivo?®.

Por otra parte, se han encontrado moduladores externos de la actividad sirtuina
como el resveratrol (RVT), un polifenol que se encuentra de manera natural en gran
variedad de plantas, siendo las mas populares las uvas rojas y sus derivados como
el vino tinto*. Se ha encontrado que la ingesta, no solo de RVT, sino de otros
polifenoles tiene efectos positivos sobre la salud de diferentes modelos animales
como consecuencia del aumento de la actividad sirtuina 3. El mecanismo por el
cual los polifenoles potencian la actividad sirtuina se asemeja a las PTMs ya que
estos se unen a la regiébn N-terminal de la proteina generando un cambio
conformacional que disminuye su Km y como consecuencia se aumenta la afinidad

por los sustratos %2,
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1.2.3 Aspectos funcionales de las sirtuinas

Las sirtuinas fueron descritas por primera vez como un factor de silenciamiento génico
asociado a la longevidad de Saccharomyces cerevisiae bajo condiciones de estrés
calérico®. En estudios posteriores, no sélo se encontraron homélogos de sirtuinas en
diferentes organismos, sino que también se determinaron diferentes funciones asociadas
a la longevidad celular como la regulacion a nivel transcripcional y traduccional, la
inhibicién apoptdtica y la estabilizacion de telémeros®4. Con el descubrimiento de las siete
sirtuinas humanas se estableciéo que su funcidon no estaba restringida al silenciamiento
génico, por el contrario, la presencia de sirtuinas en diferentes compartimentos
subcelulares indica que estas proteinas regulan diferentes procesos de forma global a
partir de un mismo mecanismo de accion y dependiendo del organismo en que se

encuentren®®,

Sirtuinas como reguladoras epigenéticas de la transcripcion y la longevidad: Las
modificaciones epigenéticas son un conjunto de cambios postraduccionales sobre las
proteinas que regulan el ordenamiento del DNA y no sobre la secuencia directamente,
estas modificaciones se dan en respuesta a condiciones ambientales determinadas y han
sido asociadas con la regulacién de la longevidad celular por medio de la reparacion del
DNA y la activacién o silenciamiento de la transcripcion®. Una de las modificaciones
epigenéticas mas comun es la deacetilacion de histonas a cargo de las sirtuinas y tiene un
efecto directo sobre la compactacion del DNA. Dicho efecto se manifiesta como
silenciamiento génico debido a una conformacién mas condensada de la cromatina que
dificulta el acceso de la maquinaria de transcripcion a determinadas regiones del

genoma®’.

La regulacion epigenética de las sirtuinas ha sido ampliamente estudiada en S. cerevisiae
encontrandose que el fendmeno de deacetilacion se realiza sobre histonas especificas y
esta asociado a la estabilizacion genémica *¢. El silenciamiento génico en las levaduras
esta regulado por el factor de silenciamiento de la informacion (Sir2) y se concentra en tres
regiones, siendo la principal el loci mating-type que regula la fase sexual de la
reproduccioén. Al silenciar uno de los dos productos de la expresion de dicho gen, las
levaduras son capaces de responder a las feromonas de apareamiento y continuar con su
ciclo de vida. No obstante, se ha encontrado que a medida que envejece la célula la

actividad sirtuina disminuye y por consiguiente el nivel de silenciamiento génico también.
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Lo anterior genera la expresion de ambos productos del gen mating-type haciendo que la

levadura no pueda continuar su ciclo de vida®’.

La disminucion de la actividad sirtuina es causada de forma natural por diferentes agentes,
como la disminucién de los niveles de NAD+ a medida que la célula envejece, generando
la activacion de regiones silenciadas del genoma, lo que se traduce en dafos irreparables

a nivel genético y con ello, apoptosis®.

Sirtuinas como reguladoras de respuesta al estrés oxidativo: El papel de las sirtuinas
dentro de la respuesta al estrés oxidativo involucra la modificacion de factores de
transcripcién asociados a la expresion de proteinas encargadas de mantener la
homeostasis o inducir la apoptosis®. El caso mas estudiado de esta relacion sirtuinas-
estrés oxidativo ha sido la regulacién de p53 en modelos murinos. Se sabe que durante
condiciones de estrés oxidativo, p53 induce la apoptosis evitando la proliferacién de células
con dafios génicos y con ello, la generacion de tumores “°. Kume y colaboradores (2006)
demostraron experimentalmente que en condiciones de estrés oxidativo se activa p53 por
medio de modificaciones postraduccionales como la fosforilacién y la acetilacion. Por otra
parte, la sobreexpresion de SIRT1 en células bajo dichas condiciones inhibe la apoptosis
por medio de la remocidn de los grupos acetilo que activan a p53, demostrando el papel

de estas proteinas durante la respuesta al estrés oxidativo.

Adicionalmente, las mitocondrias constituyen la mayor fuente de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en la cadena transportadora de electrones, ante lo cual muchos organismos
presentan sirtuinas mitocondriales que se encargan de reducir dicho estrés 42, La funcién
de las sirtuinas mitocondriales es la regulacion de la actividad de diferentes proteinas en
este compartimiento celular, siendo una de las méas importantes la isocitrato
deshidrogenasa 2 (IDH2) durante el mecanismo de defensa antioxidante del glutation 3.
Existe evidencia experimental que demuestra que la actividad de IDH2 se dispara cuando
es deacetilada por SIRT3, lo que genera un aumento del nivel de NADPH y evita la

acumulacion de glutatién oxidado al restablecer los niveles de glutation mitocondriales**.

Ademas de la regulacion de la transcripcion y la proteccion ante el estrés oxidativo, se han
propuesto funciones adicionales para las sirtuinas entre las que se pueden mencionar el
control metabdlico durante la diferenciacion celular, la regulacién de la secrecién de
insulina, el ordenamiento cromosémico durante la mitosis y la proteccién ante

enfermedades degenerativas asociadas con el envejecimiento, no obstante, el rol
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especifico de estas proteinas en cada proceso estd aun por ser determinado

experimentalmente345,

1.2.4 Sirtuinas de parasitos protozoarios

Para el caso particular de los parasitos protozoarios, las sirtuinas favorecen los procesos
infectivos y la resistencia al sistema inmune de los hospederos, lo que ha generado gran
interés por parte de la comunidad cientifica ya que estas proteinas tienen potencial como
blancos farmacologicos para el control de parasitemias. A continuacion, se presentan
algunos descubrimientos acerca de las sirtuinas de parasitos causantes de enfermedades

de alta incidencia a nivel mundial.

Las sirtuinas de Plasmodium spp: P. falciparum es el agente causal de la malaria, una
de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial para la cual no existe un
tratamiento o vacuna totalmente eficaz y sin efectos secundarios “¢. El estudio de las
sirtuinas de Plasmodium spp. ha permitido encontrar un homologo en P. falciparum
(PfSIR2A) que regula epigenéticamente la transcripcion de regiones sub-teloméricas de
importancia para el parasito ya que alli se encuentran los genes Var que le permiten evadir
el sistema inmune de sus hospederos*’. Por otra parte, se ha identificado un segundo

homélogo de sirtuina cuya relevancia biolégica esta ain por determinar 48,

Las sirtuinas de Entamoeba hystolica: Dam y Lohia (2010) identificaron cuatro genes
candidatos a sirtuina en el genoma de este parasito (EhSir2), dos de los cuales eran
filogenéticamente cercanos a las sirtuinas de eucariotes, mientras que los otros dos eran
mas cercanos a las sirtuinas de procariotes . Por medio de ensayos de doble hibrido se
encontré que uno de los candidatos (EhSir2a) esta asociado a la a-tubulina, lo que sugiere
una regulacion epigenética de la organizacion de los microtubulos y con ello, de la
progresion del ciclo celular. La regulacion del ciclo por parte de las sirtuinas constituye un
punto clave para el disefio de nuevos tratamientos contra este parasito ya que la
particularidad de este es la ausencia de puntos de regulacién a lo largo de su reproduccion.
Respecto a los otros tres candidatos a sirtuinas, se ha encontrado que estan distribuidos
en todos los compartimientos subcelulares pero a la fecha no se ha determinado su funcion

especifica %°.

Las sirtuinas de Tripanosomatidos: La familia Trypanosomatidae agrupa a varios

parasitos de importancia médica como los causantes de la leishmaniasis (Leishmania spp)
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y la tripanosomiasis (Trypanosoma spp). Para estos parasitos se han encontrado tres
candidatos a sirtuinas (Sir2rp1-3) localizados en el nlcleo y el citoplasma®. Puntualmente,
el candidato Sir2rp-1 esta asociado con el proceso de reparacién de dafios en el DNA,
mientras que los otros dos candidatos estarian regulando la variacion antigénica de

manera similar a la encontrada en P. falciparum?®..

Las sirtuinas de Giardia duodenalis: En este parasito se han identificado cinco
candidatos a sirtuinas que pertenecerian a la clase U%°, pero su funcién no ha sido
determinada, no obstante, por medio de un analisis del transcriptoma de este organismo
se ha identificado la localizacién subcelular de todos los productos génicos de los
candidatos y se ha encontrado una variacion significativa de los niveles de expresion de
los mismos a lo largo del ciclo de vida *2. A la fecha, dos candidatos han sido evaluados
encontrando que presentan actividad deacetilasa y determinando que uno es

citoplasmatico (GdSir2.1), mientras que el otro es nuclear (GdSir2.2)%54,



2. Antecedentes

Como respuesta a la creciente problemética del tratamiento de diferentes parasitemias, el
Laboratorio de Investigaciones Bésicas en Bioquimica — LIBBIQ se ha enfocado en el
estudio del metabolismo energético teniendo al dinucleétido de nicotinamida y adenina
(NAD) como protagonista en diferentes parasitos protozoarios dentro de los que se
encuentra G. duodenalis. En este organismo se han caracterizado enzimas clave dentro
del metabolismo del NAD como lo son dos isoenzimas de la mononucleétido
nicotinamida/nicotinato adenilil transferasa (NMNAT), punto de convergencia de las rutas
de biosintesis del NAD®*®y cinco candidatos a sirtuina en su genoma, de los cuales se ha

realizado la caracterizacion funcional de dos 5355,

La primera, GdSir2.1, es una proteina citoplasmatica de 76 kDa que presenta en su
secuencia caracteristicas tipicas de la familia sirtuina, adicionalmente, por medio de
alineamientos multiples se encontré que su extremo C — Terminal no tiene homologia con
ninguna otra sirtuina identificada y al ser removido se presenta la pérdida de la actividad
deacetilasa de la enzima, por lo tanto, GdSir2.1 seria un blanco farmacol6gico promisorio
para el tratamiento de la giardiasis 3. Por otra parte, GdSir2.2, es una proteina nuclear de
62 kDa que tiene alta homologia con la sirtuina 1 de Homo sapiens. Dada su localizacion
subcelular, esta proteina estaria involucrada en el silenciamiento génico y por lo tanto

también resultaria en una diana terapéutica promisoria .

Estudios paralelos en G. duodenalis indican que la variacion antigénica y la enquistacion
tendrian regulacion epigenética debido a la variacion de los niveles de acetilacion y
metilacién a lo largo del ciclo de vida de este organismo®’. Dicha variacién en las marcas
epigenéticas estaria controlada, entre otros mecanismos, por las sirtuinas y las relacion de
NAD+/NADH en la célula, siendo este ltimo un sensor metabdlico que dispara la actividad

sirtuina bajo condiciones de estrés®®,
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En los ultimos afios se ha reportado una alarmante disminucion del éxito del tratamiento
contra la giardiasis y a la fecha, se ha encontrado que solo el 60% de los casos presentan
la eliminacién tanto de la enfermedad, como de sus secuelas a largo plazo®?. Teniendo en
cuenta la disminucion en la eficacia de los tratamientos y la alta prevalencia de la infeccion
por parte de este pardsito, se propuso este trabajo con el fin de identificar una nueva

sirtuina en G. duodenalis que pueda ser considerara como diana terapéutica promisoria.



3. Hipétesis

El gen candidato GL50803 16569 codifica una deacetilasa dependiente de NAD
(sirtuina) la cual presenta caracteristicas distintivas con relacion a las sirtuinas humanas

lo que la postularia como un potencial blanco farmacolégico

4. Preguntas de investigacion

= ¢ Este candidato corresponde a una nueva sirtuina de G. duodenalis?

= ¢ Elcandidato a sirtuina de G. duodenalis evaluado presenta actividad deacetilasa?

» ¢ Cudl es la ubicacion celular de la proteina enddgena correspondiente al candidato
a sirtuina evaluado en G. duodenalis?

» ¢ Qué caracteristicas presentan las sirtuinas de G. duodenalis en comparaciéncon

otras sirtuinas?
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar un nuevo candidato a sirtuina en G. duodenalis por medio de herramientas
computacionales y experimentales

5.2 Objetivos especificos

= Realizar un estudio comparativo in silico entre los candidatos a sirtuinas de
G. duodenalis y otras sirtuinas.

= Obtener un nuevo candidato a sirtuina en G. duodenalis por medio de
proteinas recombinantes

= Evaluar la actividad enzimatica del candidato a sirtuina de G. duodenalis por
medio de ensayos in vitro

= Caracterizar la proteina enddégena mediante ensayos de inmunodeteccion.



Materiales y métodos 19

6. Materiales y métodos

6.1 Aproximacion bioinformatica

6.1.1 Busqueda de dominios conservados

La secuencia candidato GdSir2.3 fue utilizada para un alineamiento multiple con varias
secuencias de sirtuinas ya reportadas experimentalmente. Dicho alineamiento multiple se
realizé y visualizé con el software CLC MainWorkbench v. 7. 8. Adicionalmente, la
secuencia candidato se evalué en los servidores Conserved Domains Database (CDD;
Marchler-Bauer et al.,, 2017) y Pfam (Hammer; El-Gebali et al., 2018) para identificar

dominios conservados pertenecientes a la familia sirtuina.
6.1.2 Analisis estructural del candidato:

A partir de la secuencia de aminoacidos del candidato (GdSir2.3) se construyeron
diferentes modelos de estructura terciaria basados en los algoritmos de homologia (SWISS
MODEL; Waterhouse et al., 2018), threading (I — TASSER)®?y ab initio (Robetta)®. Los
modelos obtenidos fueron validados mediante los puntajes de cada servidor, grafico de
Ramachandran con el servidor RAMPAGE 5 y por superposicion con la estructura
cristalizada de la SIRT5 de Homo sapiens, la sirtuina con mayor homologia con el
candidato. Adicionalmente, se realiz6 la superposicion de éstos con la sirtuina 1 humana
(SIRT1). Los modelos y las superposiciones fueron visualizadas en el software UCSF
Chimera 1. 11. 2 %,

6.1.3 Prediccibn de modificaciones postraduccionales del

candidato

Se realiz6 la prediccion de fosforilacién del candidato empleando los servidores NetPhos
3.1%%y GPS 5.0%". Dichas predicciones se realizaron con la secuencia de aminoacidos de
la proteina y se evaluaron siguiendo los parametros establecidos por cada uno de los

servidores.
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6.2 Aproximacion experimental

Con el fin de realizar la identificacion funcional del candidato GdSir2.3 se propone la
obtencion de la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 en el sistema heterélogo
Escherichia coli. Adicionalmente, empleando dicha proteina, se desarroll6 una herramienta
inmunoldgica para el estudio de la proteina enddgena en el parasito mediante ensayos de

inmunodeteccién como western blot e inmunofluorescencia.

6.2.1 Cultivo in vitro de G. duodenalis

Trofozoitos de G. duodenalis cepa WB fueron cultivados a 37°C en medio TYI-S-33%8, Este
medio se esterilizd por filtracién, se suplementé con céctel de antibidticos (Penicilina,
estreptomicina 1:1) para evitar la contaminacion bacteriana o flngica y se realizaron
cambios de medio cuando los parasitos alcanzaban la fase media logaritmica. Para la
recoleccién de los parasitos se incubaron los tubos de cultivo a 4°C durante 1 hora y luego
se centrifugaron a 3000 rpm en el rotor Microliter 30x2 sealed de la centrifuga Heraeus
Megafuge 16R de ThermoFisher durante 15 minutos. Se lavé el pellet hasta 3 veces con
PBS 1X para retirar el exceso de medio de cultivo, se resuspendieron los parasitos en 1
mL de PBS 1X y se almacenaron a -20°C para posteriores procedimientos.

6.2.2 Extraccion de DNA gendmico de G. duodenalis

Para la extracciéon de DNA gendmico se empled el kit QlAamp® DNA mini kit que emplea
un buffer de lisis que contiene proteinasa K y SDS acoplado a una purificaciéon de
intercambio i6nico empleando columnas de silica ®°. A partir de los trofozoitos obtenidos
en el numeral 6.2.1, se realiz6 la extraccion de DNA siguiendo las indicaciones del
fabricante. EI DNA extraido fue cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm y evaluado

mediante la relacion AbSzso2s0

6.2.3 Enquistacion in vitro de G. duodenalis

Para la obtencién de quistes se mantuvo el cultivo descrito en el numeral 6. 2. 1 hasta que
los trofozoitos alcanzaron su fase estacionaria. En este punto se cambi6 el medio TYl —S
— 33 por medio de enquistacion (medio TYIl — S — 33 suplementado con 10 mg/ml de bilis
bovina y pH 7.8) y se incubaron los parasitos a 37°C durante 24 horas, posteriormente se

realiz6 de nuevo el cambio a medio TYI — S — 33 y se incubaron los parésitos a 37°. Una
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vez pasadas 24 horas, se retird el medio de cultivo y se incubaron los parasitos en agua
para lisar por choque hipoténico las células que no se hubieran enquistado. Los quistes
resultantes se lavaron dos veces con PBS 1X filtrado, se resuspendieron en 1 mL de PBS

1x filtrado y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis

6.2.4 Construccion del vector pET-100-GdSir2.3

6.2.4.1 Amplificaciéon del gen codificante GdSir2.3 (GL50803_16569): Mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplifico el gen codificante para el
candidato GdSir2.3 con cédigo de acceso GL50803_16569 (GiardiaDB) bajo las siguientes
condiciones de reaccion: 2mM de Buffer de PCR 1X (20mM Tris-HCI pH 8.8, 10mM KCl,
0.1% (v/v) Triton X-100, 0.1 mg/ml de BSA),0.2 mM de dNTPs, 0.2 pM de primer directo
(DGASIr2.3-pET100) y reverso (RGASIir2.3-Notl o RGdSir2.3-Sall; (Tabla 1), 1U de Pfu
polimerasa, 50 ng de DNA genémico de G. duodenalis y H,O DEPC para un volumen final
de 25 pL™. El ciclo térmico de PCR (Figura 6) consistié en una etapa de desnaturacién a
95°C durante 5 minutos, seguida por 25 ciclos de 45 segundos a una temperatura de 56°C
y con una etapa de extension de 7 minutos a 72°C. Los resultados fueron visualizados
mediante geles de TBE — Agarosa 1% y documentados en el analizador de imagenes
Imager® Gel DocTMXR, con el software Quantity One Basic 4.6.3 de BIORAD™.

Figura 6: Ciclo térmico utilizado para la amplificacion del gen codificante para
Gdsir2.3

95°C | 95°C
72°C | 95°C
7’ 45"
95°C / 1'30"” 7’
x25

45"
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Tabla 1: Primers utilizados para la amplificacién del gen GdSir2.3

Nombre Secuencia Lo?::)l"d %GC ::,21)
DGdSir2.3-pET100 5'- CAC CAT GGT ACC CGATGT AGA TG -3' 23 52 57
. 5'- GCG GCC GC CTA ATC TAT ATT GAG
RGdSir2.3-Notl AAT AGA CG -3' 31 48 61,3
. 5'- GTC GAC CTA ATC TAT ATT GAG AAT
RGdSir2.3-Sall AGA CG 3" 29 38 54,4

Ligacion en el vector pET100/D-TOPO: EIl producto de PCR fue insertado en el
vector pET100/D-TOPO que otorga resistencia a ampicilina y una etiqueta de
polihistidina al extremo N — Terminal de la proteina siguiendo las condiciones del
fabricante "%: 1 — 10 ng de inserto, 1L de solucién salina y 1uL de vector para un
volumen final de ligacion de 6pL. La reaccion se incub6 durante media hora a 20°C
y se almaceno a -20°C para la posterior transformacion de células competentes.
Preparacion de células quimica competentes: A partir de un in6culo liquido de
10 mL de la cepa seleccionada se realizé una dilucion 1:50 en medio LB y se incubé
a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una ODo 3.0.4. Una vez en este punto,
se recuperaron las bacterias por centrifugacion a 4000 rpm en el rotor
HIGHConicTM Il de la centrifuga Heraeus Megafuge 16R de ThermoFisher. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en CaCl, (100 mM) frio, fresco
y estéril. Se incubaron las células a 4°C durante 10 minutos y se realizaron 3
lavados con CaCl,. En el dltimo lavado, se resuspendieron las células en 1.750 mL
de CaCly y 750 pL de glicerol 100%; se alicuotaron de a 50 pL y se almacenaron a-
80°C™

Transformacion de células quimicamente competentes E. coli TOP10: Para la
insercién del vector recombinante pET100 — GdSir2.3 en células E. coli TOP10 se
realiz6 la transformacion mediante choque térmico’® de la siguiente manera: Se
adicionaron 3 pL de ligacion a 50 pL de células competentes, se incubaron durante
media hora a 4°C, se realiz6 choque térmico a 42°C por 10 segundos, se
transfirieron nuevamente a 4°C, se adicion6 medio LB y se dejaron en periodo de
recuperacion a 37°C durante 1 hora con agitacion constante. Posteriormente se

sembré la totalidad de las células en medio de seleccion LB — Agar con una
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concentracion final de ampicilina de 100 pg/mL y se incubaron toda la noche a
37°C.

» Evaluacion de colonias por PCR: Las colonias obtenidas a partir de la
transformacién fueron evaluadas por PCR de colonia bajo las siguientes
condiciones: 2mM de Buffer de PCR 1X (KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8.3 y
Triton X-100 0,1 % V/V),0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de primer directo (DGdSir2.3-
PET100) y reverso (RGASir2.3-Notl o RGdSir2.3-Sall; Tabla 6 — 1), 1U de Taq
polimerasa y como plantilla 1 pL de cada colonia resuspendida en H.O DEPC y
lisada por ebullicién. Como control positivo de reaccion se utilizé6 DNA gendémico de
G. duodenalis y como control negativo, se reemplazé el volumen de la plantilla por
H.O DEPC. Los resultados fueron visualizados como se describié previamente
mediante geles de agarosa — TBE.

= Extraccién de plasmidos recombinantes: De las colonias que presentaron el
inserto se dejé un indculo liquido de 15 mL en medio de seleccién LB — ampicilina
(Cf=100 pg/mL) a 37°C con agitacién constante ON para la extraccion de los
plasmidos recombinantes por el método de lisis alcalina’™. Las bacterias fueron
recolectadas por centrifugacion a 6000 rpm durante 10 minutos, se descartd el
sobrenadante, se resuspendié el pellet en 300 pL de solucién 1 (Glucosa 50 mM,
Tris — HCI 25 mM, EDTA 10 mM; pH: 8) y se incub6 a 4°C con agitacion constante
durante 10 minutos. Se adicionaron 300 pL de solucion de lisis (0.2M NaOH, 1%
SDS), se homogenizé la mezcla por inversién y se incub6é a 4°C con agitaciéon
constante durante 10 minutos. Luego se adicionaron 300 pL de soluciéon de
neutralizacion (acetato de potasio 3M, pH: 4.8), se mezcld por inversion, se incub6
a 4°C por 5 minutos con agitacion constante y se centrifugd a 10000 rpm por 10
minutos. Se transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo, se le adicionaron
2L de RNAasa A (10 mg/ml) y se incub6 a 37°C durante media hora. A la mezcla
se le adicion6 aproximadamente un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) y se incub6d a 4°C durante 10 minutos con agitacion constante.
Posteriormente se centrifug6é a 11000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue
transferido nuevamente y se le adicionaron aproximadamente 2,5 volimenes de
etanol absoluto y 1/10 volimenes de solucion de neutralizacion, la mezcla se
incub6 durante minimo una hora a -80°C y luego se centrifugé a 14000 g durante

10 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet dos veces con 1
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mL de etanol 70% frio. Por dltimo, el pellet fue resuspendido en H.O MQ y

almacenado a -20°C.

= Evaluacion de los plasmidos mediante PCR y digestibn con enzimas de

restriccion: Con el objetivo de evaluar los plasmidos extraidos se realizé una PCR

bajo las condiciones descritas previamente usando esta vez 1 pL de plasmido como

plantilla. Adicionalmente se realiz6 la digestion del plasmido con la enzima Eco —

RV "¢ durante 4 horas a 37°C. El resultado de la digestion se visualizé en un gel de

TBE — Agarosa 0,8% y se compar0 con el perfil de digestion esperado obtenido con

la herramienta NEBcutter v. 2. 0 7.

6.2.5 Expresién de la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 en
el sistema heterélogo E. coli

Expresion de la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3: Se realiz6 la
transformacion de las células quimicamente competentes E. coli cepa BL21 —
DE3, Shuffle y Codon Plus de E. coli con el plasmido recombinante pET100 —
GdSir2.3 mediante choque térmico como se describié anteriormente’. De las
colonias obtenidas se realizé un inéculo liquido en medio LB suplementado con
el antibidtico especifico del vector y de cada cepa; y se incub6 a 37°C toda la

noche con agitacion constante.

Para la induccion se realizé una dilucién 1:50 de in6culo en medio LB con
antibiético y se incubd a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una
O.Dsoo entre 0.4 y 0.6 para adicionar el inductor (lsopropil [B-D-1-
tiogalactopiranésido; IPTG). Las bacterias fueron incubadas ON a 18°C y 37°C
recolectandose alicuotas a las 2 y 4 horas de induccién, asi como toda la noche.
Cada alicuota se centrifug6 a 6000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se

almacenaron los pellets a -20°C para la lisis celular mediante sonicacion’®.

= Optimizacion de la solubilidad de la proteina recombinante: Con el fin de

obtener la proteina recombinante soluble para su evaluacion funcional se
evaluaron diferentes condiciones de induccion en la cepa Shuffle. Las bacterias
transformadas con el vector fueron incubadas como se describe en el apartado
anterior y la induccion se realizé con 0,1 mM, 0,5 mMy 1,0 mM de IPTG durante
4°C a 18°C y 37°C. El medio de cultivo fue suplementado con 2.5 mM de ZnCl.

de acuerdo a lo sugerido por Herrera (2017). Los diferentes tratamientos de
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induccién fueron recolectados por centrifugacion, lisados y evaluados por SDS
— PAGE y western blot para determinar la expresién de 6xHis — GdSir2.3 en la
fraccion soluble los mismos.

= Lisis celular: Los pellets obtenidos se resuspendieron en buffer de lisis (50mM
buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400mM, KCI 100mM, glicerol 10%, Triton X — 100
0,5% e imidazol 10mM) agregando 5 mL de buffer por cada gramo de células y
lisozima a una concentracion final de 1 mg/uL. Se incub6 la mezcla durante
media hora en bafio de hielo con agitacion constante, se lisaron las células en
ausencia de inhibidor de proteasas mediante sonicacién durante 10 minutos (15
s de pulso, 15 s de reposo) y se centrifugaron a 14000 g durante 20 minutos a
4°C para separar la fraccion soluble (sobrenadante) y la fraccién insoluble
(pellet). Los resultados de la expresién fueron evaluados mediante SDS —
PAGE y western blot.

= SDS - PAGE: La evaluacion de la expresién proteica se hizo mediante
electroforesis vertical en condiciones desnaturantes con un gel concentrador de
3,9% y un gel separador del 10% de acrilamida. La fraccidon soluble fue
resuspendida en una proporcién 5:1 de muestra y buffer de carga 6x (Tris-HCI
50 mM pH 6.8, Glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v),
B-mercaptoetanol 100 mM), la fraccion insoluble se resuspendié en 100 pL de
buffer de carga 1x (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, Glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v),
azul de bromofenol 0,1% (p/v), B-mercaptoetanol 100 mM) y las muestras
fueron calentadas a 92° C durante 15 minutos y sembradas en los geles. La
corrida electroforética se llevé a 110V y los geles fueron visualizados con la
tincion azul de Coomassie®.

= Western blot®: Las muestras evaluadas por SDS - PAGE fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa en buffer de transferencia
1X (Tris 25mM pH 8,3, Glicina 192 mM y Metanol 10 % (V/V)) durante 2 horas
a 0,2 mA. La transferencia se evalué con rojo Ponceau y se bloqueé la
membrana durante minimo 2 horas con solucién de bloqueo TBST — Leche (150
mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7.5, leche descremada 5% p/v). Posteriormente
se adiciond el anticuerpo primario en TBST — leche y se dejé incubando toda la
noche con agitacion constante. Al dia siguiente se retiré el anticuerpo primario
y se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con TBST — Leche, se

adicion6 el anticuerpo secundario en TBST y se incub6 durante 1 hora con
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agitacion constante. Posteriormente se retirg el anticuerpo secundario, se lavo
la membrana con TBST tres veces durante 10 minutos y se revel6 la membrana
en buffer de fosfatasa alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,0, NaCl 150 mM, MgCI2
1 mM) con los sustratos cromogénicos BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-
Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT (Tris-HCI 100 mM pH 9,0, NaCl 150
mM, MgCI2 1 mM).

6.2.6 Purificacion de la proteina recombinante 6xHis-GdSir2.3

Considerando los resultados obtenidos en la expresion, se emplearon tres estrategias de

purificaciébn descritas a continuaciéon: A partir de los cuerpos de inclusién o fraccién

insoluble mediante SDS — PAGE preparativo para la produccién de anticuerpos,

cromatografia de afinidad (IMAC) bajo condiciones desnaturantes y partiendo de la

fraccion soluble para la evaluacién funcional del candidato mediante cromatografia de
afinidad nativa (IMAC)

Purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad a

niquel bajo condiciones desnaturantes®?

La fraccion insoluble de E. coli cepa Shuffle inducidas fue resuspendida en PBS 1X
suplementado con urea 8M e incubada durante una hora con la resina Ni — NTA
Agarose, previamente equilibrada con buffer de union (NaH,PO.50 mM, NaCl 300
mM, y urea 8M), a 4°C con agitacién constante. La mezcla fue centrifugada a 2000g
durante 2 minutos a 4°C, el sobrenadante fue retirado y almacenado como
proteinas no unidas. El pellet correspondiente a la resina unida a la proteina de
interés se lavé dos veces con buffer de unién y posteriormente con buffer de lavado
(NaH2P0O450 mM, NaCl 300 mM, urea 8M, imidazol 30 mM) durante 2 minutos a
4°C con agitacion constante. En cada lavado se centrifugd la muestra a 2000g
durante 2 minutos y se almacené el sobrenadante para posterior analisis mediante
SDS — PAGE. La resina unida a la proteina fue empacada en una columna de
cromatografia y se eluyd la recombinante por gravedad con buffer de elucién
desnaturante (NaH.PO, 50 mM, NaCl 300 mM, urea 8M, imidazol 300 mM). Los
eluidos fueron dializados en buffer de dialisis (NaH.PO450 mM, NaCl 300 mM e

imidazol 300mM) para retirar la urea y analizarlos por SDS — PAGE y western blot.
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= Extraccion de la proteina recombinante desde cuerpos de inclusién:
Empleando la fraccion insoluble se realiz6 la purificacion de la proteina
recombinante 6xHis — GdSir2.3. El pellet se resuspendié en buffer de lavado 1
(Tris — HCI 100mM pH: 7, EDTA 5mM, DTT 5 mM, urea 2M, Triton x — 100 2%),
se centrifug6 a 14000 g durante 30 minutos a 4°C y se repitieron los lavados
dos veces. En cada ocasion se guardaron 100 puL de cada lavado para su
analisis por SDS — PAGE y se descart6 el sobrenadante. Posteriormente se
resuspendié el pellet en buffer de lavado 2 (Tris — HCI 100mM pH: 7, EDTA
5mM, DTT 5 mM) y se centrifugé a 14000 g durante 30 minutos a 4°C
guardando 100 pL del sobrenadante y descartando el resto. Finalmente, el
pellet fue resuspendido en buffer de extraccion (Tris — HCI 50 mM pH: 7, EDTA
5mM, guanidina — HCI 8M, DTT 5mM) con el fin de desnaturalizar el agregado
y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante se dializé
en 500 mL de buffer (Tris — HCI pH 7,5, NaCl 300mM) con agitaciéon constante
en bafio de hielo durante toda la noche. La proteina dializada se centrifugé a
14000 g durante 20 minutos a 4°C y se separaron las fracciones soluble e
insoluble. La extraccién de la proteina recombinante se evalu6 mediante SDS
- PAGE

= Purificacion de la proteina recombinante mediante SDS - PAGE
preparativo: Las fracciones extraidas previamente se sembraron en un gel de
acrilamida 10% de 19 x 6 cm, empleando marcador de peso molecular pretefiido
se cortaron tres bandas del gel: La primera sobre el tamafio esperado de la
proteina, la segunda en el tamafio esperado y la ultima por debajo del tamafio
esperado. Cada banda se trituro manualmente con una jeringa y se eluyé la
proteina con H.O MQ. La pureza de la proteina se evalué mediante SDS —
PAGE y western blot. La proteina parcialmente purificada fue empleada para la
produccion de anticuerpos policlonales en gallinas

= Purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia de
afinidad®: La fraccion soluble de E. coli cepa Shuffle inducidas fueron
incubadas con 1 mL de resina Ni — NTA Agarose empacada durante 4 horas
con agitacion constante a 4°C. Luego se empaco la mezcla en una columna de
cromatografia y se realizaron los siguientes lavados: Un primer lavado de 1 mL
con buffer de lisis (50mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400mM, KCI 100mM,
glicerol 10%, Triton X — 100 0,5% e imidazol 10mM), dos lavados de 1 mL cada
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uno con el buffer de lavado 1 (50mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400mM, KCI
100mM, glicerol 10%, Triton X — 100 0,5% e imidazol 35mM) y dos lavados de
1 mL cada uno con el buffer de lavado 2 (50mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl
400mM, KCI 100mM, glicerol 10%, Triton X — 100 0,5% e imidazol 75mM). La
proteina recombinante se eluy6 de la columna con 500 pL del buffer de elucién
(50mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400mM, KCI 100mM, glicerol 10%, Triton X
— 100 0,5% e imidazol 300mM). El resultado fue monitoreado mediante SDS —
PAGE y los eluidos fueron cuantificados por el método colorimétrico de Bradford

y densitometria.

6.2.7 Produccion de anticuerpos policlonales contra laproteina
recombinante 6xHis — GdSir2.3 en modelo aviar:

Se inocularon dos gallinas de la raza Hyline de 50 semanas siguiendo el esquema
de inmunizacion previamente establecido por el Laboratorio de Investigaciones
Basicas en Bioquimica — LIBBIQ® (Tabla 2).

Tabla 2: Esquema de inoculacion de 6xHis-GdSir2.3 en modelo aviar. C:
Adyuvante completo de Freund, I: Adyuvante incompleto de Freund.

Control Tratamiento
Inoculacién 1 2 3 4 1 2 3 4
Dia 0 15 22 30 0 15 22 30
Adyuvante de C | | | C | | |
Freund

Antigeno (M 0 0 0 0 ~100 ~100 ~100 ~100
Volumende | 5455 359 300 300 | 300 300 300 300
inyeccién (ML)
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Para la primera inoculacion el individuo control fue inyectado con PBS y adyuvante

completo de Freund en una relacion 1:1 para un volumen final de inyeccion de 300 pL,

por otra parte, el individuo tratamiento fue inyectado con 100 pg de 6xHis-GdSir2.3

(antigeno purificado) y adyuvante completo de Freund para una proporcién y volumen

final iguales que en el individuo control. El primer refuerzo de inmunizacion se realizé

a los 15 dias de la primera inoculacion, empleando en esta ocasién adyuvante

incompleto de Freund para ambos individuos. Los siguientes dos refuerzos se

realizaron cada 8 dias.

Obtencién y evaluacion de sueros: El primer dia del esquema de inmunizacién
se extrajeron aproximadamente 3 mL de sangre de cada individuo para obtener los
sueros pre — inmunes. Durante cada refuerzo se repitié el proceso para obtener los
diferentes sueros. Cada sangria fue incubada durante media hora a 37°C y luego
centrifugadas a 4500 g durante 10 minutos. El sobrenadante se almacen6 a -20°C
y se evalu6 el reconocimiento de cada suero en una dilucion 1:5000 mediante
western blot sobre 300 ng de proteina recombinante®®. Adicionalmente, se evallio
la cantidad minima de recombinante que podrian reconocer los sueros en una
dilucién de 1:5000 mediante western blot contra 250, 150, 75, 37, 18 y 4 ng de
proteina recombinante.

Purificacién de anticuerpos por afinidad a antigeno: Se cargé la proteina
recombinante purificada por cromatografia de afinidad en condiciones
desnaturalizantes en una membrana de nitrocelulosa previamente activada con
agua destilada. La membrana se tifié con rojo Ponceau para confirmar la presencia
de la proteina, se realiz6 un lavado con TBS — Tween 0,2% vl/v, se cort6 la
membrana en trozos pequefios que se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 mL
y se dejo en solucién de bloqueo (TBS — Tween 0.2% v/v — leche 5% m/v) durante
una hora. Posteriormente se lavaron los trozos de membrana con TBS — Tween
0,2% v/v y se adicionaron 500 pL del suero con mejor reconocimiento de
recombinante, se incubd la membrana durante toda la noche con agitacién
constante a temperatura ambiente. Luego, se retir6 el sobrenadante y se almaceno
como proteinas no unidas a -20°C y se lavaron las membranas con TBS — Tween
0,2% v/v durante 10 minutos con agitacion constante monitoreando la absorbancia

de cada lavado hasta tener un valor Abszso < 0,1. Se realizé la elucién con glicina
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100 mM pH 2,5 mediante agitacion constante con vortex durante 10 minutos y cada
eluido se almacen6 en un eppendorf con 15 uL de Tris — HCI 2M pH 8,5. Se
monitored la absorbancia de cada eluido hasta tener un valor de Abszg < 0,1.
Finalmente, se evaluaron los eluidos con mayor absorbancia mediante un western
blot contra la proteina recombinante purificada y la fraccién soluble de E coli cepa
Shuffle inducidas con el vector.

6.2.8 Inmunodeteccion de la proteina GdSir2.3 en extractos
totales de trofozoitos y quistes de G. duodenalis

Con el objetivo de identificar la proteina nativa GdSir2.3 se recolectaron trofozoitos
asincronicos y quistes cultivados in vitro segun lo descrito en los humerales 6.2.1y 6.2.3.
Los extractos fueron evaluados mediante western blot empleando el anticuerpo IgY —a —
6xHis — GdSir2.3 (1:50) segun lo descrito en el numeral 6.2.5. Como control de
enquistacion se reconocieron las proteinas de la pared del quiste empleando un anticuerpo
comercial contra estas en una dilucion de 1:500.

6.2.9 Determinacion de la localizacidén subcelular de GdSir2.3 en
trofozoitos y quistes mediante inmunofluorescencia

Se resuspendieron los trofozoitos y quistes en PBS 1X para una concentracion final de
1000 parasitos/ul. Se sembraron 10 pl de células sobre una lamina de vidrio y se unieron
por incubacién a 37°C durante 1 hora. Las células se fijaron con paraformaldehido 4%
(m/v) y se bloguearon e impermeabilizaron durante 2 horas a 37°C con solucién de bloqueo
(Triton X — 100 0,5% (v/v), BSA 3% (m/v) en PBS). Se adicioné el anticuerpo primario a-
6xHis-GdSir2.3 IgY a una dilucién de 1:100 en PBS y se incub6 durante toda la noche a
37°C. Adicionalmente, se adicion6 el anticuerpo primario a-CWP (1:250 en PBS) sobre los
extractos de quistes bajo el mismo tratamiento del anticuerpo anterior. Como anticuerpo
secundario para a-6xHis-GdSir2.3 IgY se adiciond el a-lgY acoplado a Alexa Fluor 488
(1:1000 en PBS), mientras que para el a-CWP se empled el a-mouse acoplado a Dylight
(1:1000 en PBS), los anticuerpos secundarios se incubaron durante una hora a 37°C en
oscuridad y posteriormente se lavé la lamina dos veces con PBS. Finalmente, se marcaron
los nlcleos con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1ug/ul) durante 3 minutos a temperatura
ambiente, se retir6 el exceso de DAPI con agua MQ y se almacend la lamina a 4°C en

oscuridad para su posterior registro en el microscopio de fluorescencia NIKON C1 con
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fluoromount y un objetivo de 40X. "°. Las imagenes obtenidas con el microscopio fueron

procesadas con el software ImageJ.

6.2.10 Evaluacién de la actividad deacetilasa de la proteina

recombinante 6xHis — GdSir2.3

Para evaluar la actividad enzimatica de 6xHis-GdSir2.3 se usoé el kit CycLex SIRT1/Sir2

Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver. 2 el cual permite evaluar la actividad sirtuina a

partir de un péptido acetilado anclado a un fluorocromo y un quencher, de tal manera que

al remover el grupo acetilo del péptido se expone un motivo que reconoce una peptidasa

gue lo corta para liberarlo del quencher generando la emision de fluorescencia como

evidencia de la actividad deacetilasa. 8*.

Tabla 3: Condiciones de reaccion para el ensayo de deacetilacion in vitro. 1. Ensayo con

6xHis — GdSir2.3 dializada. 2. Ensayo con 6xHis — GdSir.3 sin dializar. 3. Control positivo
(SIRT1 humana). 4. Ensayo con 6xHis — GdSir2.3 dializada en ausencia de NAD. 5.

Ensayo en ausencia de 6xHis — GdSir2.3 con buffer de deacetilacién. 5. Ensayo en

ausencia de 6xHis — GdSir2.3 sin dializar.

Reactivos 1 2 3 4 5 6

Agua destilada (uL) 5 5 125 5 5 125
SIRT1 assay buffer (ulL) 2,5 25 25 5 5 5
Buffer de deacetilacion (ulL) 0O O O O 75 0O
Sustrato (ulL) 2,5 25 25 2,5 2,5 2,5

NAD (8mM) (ulL) 2,5 2,5 25 0 2,5 2,5
Developer (ul) 25 25 25 25 25 2,5
6xHis-GdSir2.3 dializada(uL) 10 O O 10 O 0
6xHis-GdSir2.3 sin dializar(uL) O 10 O 0O O 0
SIRT1 (ul) 0 0O 25 0 O 0
Volumen final (ul) 25 25 25 25 25 25

Siguiendo las indicaciones del fabricante se prepar6 la mezcla de reacciones de la tabla 3

con 250 ng de proteina recombinante en presencia y ausencia de NAD (8mM) para un
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volumen final de 25 pL de reaccién. El ensayo de deacetilacion se llevé a cabo en el equipo
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad) con una longitud de onda de
excitacion de 488 nmy la lectura de fluorescencia a 521 nm.
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7. Resultados y Discusion

El gen GL50803_16569 (1176pb) corresponde al candidato GdSir2.3, una proteina de 391
amino&cidos con un peso molecular aproximado de 43 kDa y un punto isoeléctrico tedrico
de 6.47. Esta proteina al ser clonada y expresada en el vector pET — 100, el cual otorga
una etiqueta de histidina en el extremo N — Terminal, aumenta su peso molecular a 46 kDa.
A continuacién, se presentan los resultados bioinforméticos y experimentales de este

trabajo.

7.1 Aproximacion bioinformatica

7.1.1 El candidato GL50803 16569 (GISir2.3) presenta dominios

conservados de la familia sirtuina.

Al analizar la secuencia de aminoacidos correspondiente al candidato GL50803_16569
(Anexo A, GdSir2.3; 391 residuos) mediante alineamientos multiples con sirtuinas ya
caracterizadas se encuentra el motivo G — A — G y los residuos de cisteina caracteristicos
de las sirtuinas hacia la regién amino terminal (Figura 7, Anexo B). La presencia de estos
motivos en la secuencia candidata podria indicar que se trata de una sirtuina ya que se ha
encontrado que los residuos de cisteina se ubican en la regién pequefia del dominio
catalitico coordinando un atomo de zinc, que si bien no participa en la catalisis, resulta
indispensable para la actividad enzimatica como lo han demostrado diferentes estudios
donde al mutar estos residuos o adicionar agentes quelantes se da la pérdida de la
actividad deacetilasa de la proteina ’. Al observar el alineamiento también se encuentran
otras regiones de alta homologia entre las sirtuinas del parasito y las humanas, no
obstante, estas se encuentran en dominio catalitico y permiten su organizacion estructural.
Adicionalmente, fuera del dominio catalitico existen regiones especificas en los candidatos
a sirtuina del parasito, lo que las convertiria en buenos blancos farmacolégicos una vez se

logre demostrar que tienen funciones vitales en este organismo.
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Figura 7: Alineamiento multiple de las secuencias de las sirtuinas de G. duodenalis
(Gdsir2.3, GdSir2.1, GdSir2.2, GdSir2.4, y GdSir2.5 respectivamente) con las
sirtuinas humanas (SIRT1 — 7). Se presenta el alineamiento parcial de secuencias en
donde se observa sefialado en el recuadro rojo el motivo G — A — G y en amarillo las
cisteinas conservadas. Realizado con CLC Main Workbench V. 7.8.

Para corroborar que el candidato GISir2.3 presenta caracteristicas estructurales de una
sirtuina, se buscaron dominios conservados en la secuencia con los servidores CDD y
Pfam encontrando que esta secuencia presenta el dominio tipico de la superfamilia sirtuina
entre los residuos 60 y 270 aproximadamente, lo cual se valida con el E — value obtenido
para cada busqueda (Tabla 4, Figura 8). Lo anterior corresponde a una region de unos 200
aminoacidos que es la longitud promedio del dominio catalitico, ademas, debido a la
ubicacion del mismo a lo largo de la secuencia es acorde con la presencia de regiones de
baja homologia hacia los extremos amino y carboxi terminal, las cuales tienen una funcion
reguladora de la actividad enzimatica principalmente por ser los blancos de modificaciones
postraduccionales?®®,
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Tabla 4: Dominios conservados encontrados en la secuencia de GdSir2.3 mediante

los servidores CDD Y Pfam. Se presentan los cOdigos de acceso para cada base de

datos, el intervalo que corresponde al dominio y el E — value para cada uno.

SERVIDOR NOMBRE ACCESO INTERVALO E - VALUE
CDD - NCBI SIR2 superfamily cl00195 61-274 6,43e-32
PFam SIR2 clo08s 66 -274 7.2e-22

Las predicciones de dominios conservados corresponden con

lo observado

experimentalmente. A nivel estructural se ha encontrado que las siete sirtuinas humanas
presentan extremos amino y carboxi terminal de longitud y secuencia variable entre ellas,
pero el dominio catalitico se mantiene en una longitud promedio de 250 aminoacidos como

se observa en la figura 7%.
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| sirm 2432a T 2482
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SIRT3 125 aa | 17aa
SIRT4 44 aa
SIRTS PUFYS 269aa  genl PPN
SIRT6 34aa 76 aa
SIRT7 89 aa 242 an 69 aa |

Figura 8: Representacion esquematica de la estructura sirtuina. A. Prediccion de
servidor CDD — NCBI.

conservados con el servidor Pfam C. Representacion esquemética de las estructuras de

dominios conservados con el B. Prediccion de dominios

las siete sirtuinas humanas, en azul se observa el extremo N — Terminal, en café, el dominio

conservado, en verde el C — Terminal. Tomado de Sacconay y colaboradores (2016).
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Adicionalmente, al realizar el modelamiento tridimensional del candidato con diferentes

algoritmos se observé que se mantiene el plegamiento sirtuina en todos los modelos. En

primer lugar, el modelo obtenido por Swiss Model utiliz6 como plantilla la sirtuina 4 de

Xenopus tropicales con una identidad del 25,68% y un indice GMQE (Global Model Quality

Estimation) [0 — 2] de 0,44 donde la maxima calidad del modelo corresponde a 2 5. Al

realizar la validacién del modelo por grafico de Ramachandran % se obtiene que los

residuos en la region favorecida del mismo corresponden al 88% (Figura 9).

A.
; -
Parametros del modelo Regiones | Residuos | Porcentaje
Plantilla | Sirtuina 4 - Xenopus tropicalis Favorecida 263 88%
Identidad 25,68% Permitida 25 8,40%
GMOE [0,2] 0,44 No permitida 11 11%

Figura 9: Modelacion tridimensional de GdSir2.3 por homologia. A. Modelo estructural

de GdSir2.3 junto a sus parametros estadisticos. B. Gréfico de Ramachandran para el

modelo de homologia.
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Respecto al modelo obtenido por el servidor I-TASSER ©2, se realiz6 empleando la misma
plantilla obteniendo un C — Score [-5,2] =-1.6 y RMSD [<2,0] = -1.6. La validacion mediante

el grafico de Ramachandran arrojé un 64% de aminoacidos en la region favorecida (Figura
10).

Parametros del modelo Regiones Residuos | Porcentaje
C-Score [-5,2] -1,6 Favorecida 249 64%
TM-Score [0,1] 0.52+0.15 Permitida 92 23,70%
RMSD [X2 10.5+4.6A No permitida 48 12%

Figura 10: Modelacién tridimensional de GdSir2.3 por threading. A. Modelo estructural
de GdSir2.3 junto a sus parametros estadisticos. Los residuos de cisteina se sefialan en
amarillo y el motivo G — X — G, en rojo. B. Gréfico de Ramachandran para el modelo de

threading.

Finalmente, para el modelo obtenido con el servidor Robetta, que realiza el modelamiento
mediante la busqueda de dominios conservados en bases de datos; y a su vez emplea el método de
insercion de fragmentos de Rosseta®®, se realizd la validacion también con gréfico de

Ramachandran, obteniendo un 96% de aminoéacidos en la region favorecida (Figura 11).
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Regiones Residuos | Porcentaje
Favorecida 408 96%
Permitida 14 3,30%
No permitida 5 1%

Figura 11: Modelacion tridimensional de GdSir2.3 por ab initio. A. Modelo estructural
de GdSir2.3 junto a sus parametros estadisticos. Los residuos de cisteina se sefialan en
amarillo y el motivo G — X — G, en rojo. B. Grafico de Ramachandran para el modelo de ab

initio.

De acuerdo con los parametros de evaluacion de los modelos, se observa un mejoramiento
de los mismos, de este modo, para el modelo obtenido por el algoritmo de homologia del
servidor SwissModel se tiene una baja identidad con la plantilla empleada la cual podria
corresponder Unicamente al modelamiento del dominio sirtuina teniendo en cuenta que en
la region favorecida del grafico de Ramachandran se ubican 263 residuos ,que concuerdan
con lo esperado para el tamafio del dominio catalitico de esta familia de proteinas®. En
cuanto al siguiente modelo, realizado por el servidor I-TASSER, empleando el algoritmo
de threading, se observa una disminucién de la calidad del mismo en cuanto a los
aminoacidos ubicados en la region favorecida, esto debido a que el servidor intenta
modelar aquellas regiones que no presentan homologia con la plantilla teniendo en cuenta
el contexto molecular de los aminoacidos involucrados. No obstante, se mantiene el
tamafio esperado para el dominio catalitico y se puede explicar la disminucion de
aminoacidos en la region favorecida a partir de la presencia de secuencias especificas en

el candidato como se observa en la figura 6. Adicionalmente, en el modelo obtenido
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mediante el algoritmo de ab initio se evidencia claramente la mejoria respecto al nUmero

de residuos en la region favorecida en comparacion con los dos modelos previos.

Al revisar la posicion de los motivos conservados en los tres modelos es posible ver que
las cisteinas se ubican en la region pequefa de la prediccion, mientras que el motivo G —
X — G se ubica en la region del plegamiento tipo Rossman. Al comparar la ubicacién de
dichos motivos en el modelo con la de una estructura cristalizada (SIRT5) se observa el
mismo patrén, de este modo, para la sirtuina 5 humana (SIRT5) se pueden ver cuatro

cisteinas en la regién pequefa de la proteina y la secuencia G — A — G como se describid

previamente (Figura 12).
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Figura 12: Comparacioén de la posicién de los motivos conservados en los modelos

estructurales de GdSir2.3 y la estructura cristalizada de SIRT5. A. Modelo por
homologia. B. Modelo por threading. C. Modelo por ab initio. D. Estructura cristalizada de
SIRTS5. Para todas las estructuras se sefialan las cisteinas en amarillo y la secuencia G —

A - G en rojo.

Finalmente, al realizar la superposicion de los modelos obtenidos con la estructura
cristalizada de la sirtuina 5 humana (SIRT5), que corresponde a la de mayor homologia
con el candidato®’, se observa que los valores de RMSD para las tres comparaciones estan
por debajo de 2.0 (Figura 13), confirmando el alto porcentaje de homologia entre el
candidato GdSir2.3 y esta sirtuina. Dicha homologia se puede explicar teniendo en cuenta
gue el porcentaje de aminoacidos que se ubicaron en la region favorecida de los diferentes
graéficos de Ramachandran corresponderian al domino catalitico y la prediccién
tridimensional permite evidenciar que la secuencia del candidato cuenta con los residuos
necesarios para conformar la estructura esperada para la regién pequefia de coordinacion

de Zn?"y el plegamiento de tipo Rossman
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7.1.2 GdSir2.3 podria estar regulada mediante fosforilacion

Al someter la secuencia del candidato GdSir2.3 al servidor NetPhos 3.1 de EXPASYy se
observé que ésta presenta 62 residuos potenciales para fosforilacibn como se muestra en
la Figura 14.A y el Anexo C. Dichos residuos se ubican en su mayoria hacia los extremos
N — Terminal y C — Terminal de la secuencia, fuera de la regién que se espera conforme
el dominio catalitico. Este resultado corresponde a lo observado experimentalmente en las
sirtuinas humanas, las cuales presentan sus sitios de regulacion postraduccional, tanto de
fosforilacion, como de otras modificaciones, hacia los extremos de cada proteina; siendo
la Unica excepcion la SIRT1 que presenta un sitio de fosforilacion en el dominio catalitico
como esta representado en la Figura 14.B.
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Figura 14: Prediccion de fosforilaciones del candidato GdSir2.3 A. Prediccion de
fosforilaciones sobre el candidato GdSir2.3 mediante el servidor NetPhos 3.1 de Expasy
B. Esquema de modificaciones postraduccionales de las sirtuinas humanas. Tomado y
adaptado de Sacconay y colaboradores (2016)

Adicionalmente, al realizar la prediccion en el servidor GPS 5.0 (Figura 15) se obtiene un
resultado similar al anterior en donde los residuos con mayor potencial de fosforilacion se
ubican hacia los extremos de la proteina, principalmente hacia el carboxi — terminal, lo cual
esta representado con la longitud de la linea que indica una mayor probabilidad de

fosforilacion.
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Figura 15: Prediccion de fosforilaciones del candidato GdSir2.3 obtenidas con el servidor

GPS 5.0. La longitud de la linea de cada residuo indica la probabilidad de fosforilacion

La probabilidad de que el candidato GdSir2.3 esté regulado por modificaciones como la
fosforilacion es importante para su estudio como blanco farmacoldgico, ya que se ha
encontrado gque esta modificacion actila como un interruptor de la actividad catalitica de
diferentes sirtuinas dentro de las que se encuentran las humanas. La regulacién de la
actividad catalitica mediada por modificaciones postraduccionales ha sido ampliamente
estudiada en las siete sirtuinas humanas encontrando que para todas ellas es comdn la
fosforilacion 2. Para la SIRT1 se ha demostrado experimentalmente que bajo condiciones
de estrés oxidativo es fosforilada por JNK1 en tres residuos fuera del dominio catalitico
potenciando su actividad enzimatica y restringiendo su localizacion subcelular al nicleo #.
Respecto a SIRT2, la Gnica sirtuina preferentemente citoplasmatica, se ha demostrado que
durante la mitosis esté fosforilada en la serina 368 y si bien no se conoce muy bien la
funcion de esta modificacion, al mutar este residuo se observa estrés mit6tico celular
asociado a la organizaciéon de los microtibulos #. Al igual que SIRT2, SIRT3 también
estaria regulada por fosforilacion durante la mitosis, pero también en condiciones de estrés
oxidativo y restriccion calorica. De las tres sirtuinas mitocondriales, la mas estudiada
corresponde a SIRT3, la cual esta regulada por sefiales de localizacion mitocondrial.
Ademas se han en encontrado residuos de serina fosforilados que podrian estar influyendo
en la ubicacion subcelular de la proteina durante los fendbmenos descritos anteriormente,

no obstante, la verdadera relevancia biolégica de la fosforilacion en esta sirtuina no ha sido



44 Aproximacion al estudio de las sirtuinas de G. duodenalis

identificada aun 8. Para las sirtuinas restantes, SIRT4 a SIRT7, es poco lo que se sabe
sobre su regulacion postraduccional, si bien estas proteinas también estan asociadas a la
proteccion celular durante episodios de estrés oxidativo y restriccion cal6rica, los

mecanismos que regulan su actividad permanecen aln sin describir 3,

En organismos filogenéticamente mas cercanos a G. duodenalis también se han estudiado
las modificaciones postraduccionales de las sirtuinas, tal es el caso de Mycobacterium
tuberculosis y su Unica sirtuina (IMDAC) que se fosforila en el residuo Thr — 314 generando
la inhibicibn de la enzima, contrario a lo observado en las sirtuinas de eucariotes
superiores®. En G. duodenalis la fosforilacién juega un papel muy importante en el
dimorfismo celular a lo largo de su ciclo de vida. Estudios sobre el kinoma de este parasito
han revelado que presenta menos quinasas en comparacion con otros eucariotes. Dentro
de las quinasas ausentes en G. duodenalis se encuentran algunas que regulan procesos
como la progresion del ciclo celular y la reparacion de dafios en el DNA, las cuales se

encuentran dentro de las funciones descritas para sirtuinas de otros organismos®?

La prediccion hecha con el servidor NetPhos 3.1 indica las posibles quinasas que
fosforilarian los residuos del candidato (Anexo C). Dentro de dichas quinasas se encuentra
la PKC, la cual juega un rol importante durante la enquistacién que se ha demostrado
mediante estudios de inhibicion de esta proteina que tienen como resultado el bloqueo del
proceso de enquistacion®. También se encuentra la PKA que tiene un rol importante en la
progresion del ciclo de vida del parasito ya que, contrario a la funcion de la PKC, esta
quinasa controla el paso de quiste a trofozoito para dar inicio al proceso infectivo®. Por
otra parte, otras posibles quinasas fueron la casein — quinasa | y Il las cuales no han sido
caracterizadas en este organismo a la fecha. No obstante, estudios experimentales sobre
células cancerigenas y hongos®*® han demostrado que estas proteinas son importantes y

tienen un efecto promotor sobre la proliferacién y diferenciacién celular, respectivamente.

Teniendo en cuenta lo encontrado en estudios previos sobre el papel de los candidatos a
sirtuina durante la enquistacion®?, resulta interesante que las posibles quinasas
involucradas en la regulacién postraduccional de GdSir2.3 correspondan a PKA 'y PKC que
han sido descritas como reguladoras de la progresion del ciclo de vida; y por CKl y CKII
que de ser caracterizadas en G. duodenalis, confirmarian lo propuesto anteriormente.
Finalmente, se propone como primera aproximacion experimental al estudio de

modificaciones postraduccionales de GdSir2.3 ensayos de inmunoprecipitacion y
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reconocimiento de fosforilaciones mediante western blot una vez sea confirmada la

actividad del candidato como sirtuina.

7.2 Aproximacion experimental

Con el proposito de evaluar funcionalmente al candidato GdSir2.3 se realizé la clonacién
de su secuencia codificante en el vector de expresion pET100 — D/TOPO con el fin de
obtener una proteina recombinante que fue empleada para ensayos de deacetilacion in
vitro y como antigeno para la generacion de una herramienta inmunolégica para el estudio

de la proteina end6gena del parasito.

7.2.1 Construccion del vector recombinante pET100 — GdSir2.3

A partir del DNA gendmico extraido de trofozoitos de G. duodenalis se obtuvo un
amplificado de 1180 pb el cual corresponde a la regién codificante del gen GL50803 16569
(Figura 16.A, Anexo D). Con este amplificado se realizé la ligacion en el vector pET-100/D-
TOPO vy al transformar bacterias de la cepa TOP10 se obtuvo una colonia recombinante
como se evidencid con la evaluacion de colonias por PCR (Figura 16B). Al realizar la
extraccion del plasmido recombinante y su posterior evaluacion mediante PCR (Figura
16C) y digestion con la enzima de restriccion ECoRV se observa, que este presenta el perfil
electroforético esperado para el plasmido recombinante pET-100GdSir2.3 y difiere del

perfil observado en la digestion del vector vacio (Figura 16F, 16D y 16E, respectivamente).
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Figura 16: Construccion del plasmido recombinante pET100 - GdSir2.3. A.

Amplificacion del gen codificante para GdSir2.3. TBE — Agarosa 1%. B. Evaluacion de

colonias recombinantes por PCR. TBE — Agarosa 1%. C. Evaluacion de plasmido

recombinante por PCR. TBE — Agarosa 1%. D. Digestion del plasmido con EcoRV, en

orden: PD: Plasmido recombinante digerido, PSD: Plasmido sin digerir, V: Plasmido vacio

digerido, VSD: Plasmido vacio sin digerir. E. Perfil de digestion esperado para el plasmido

recombinante. NebCutter V. 2.0 F: Perfil esperado para el plasmido vacio NebCutter V.
2.0. TBE — Agarosa 0.8%.

7.2.2 Expresioén de la proteina 6xHis — GdSir2.3 en el sistema

heterélogo E. coli

7.2.2.1. Evaluacion de cepas de expresion

Se transformaron las cepas de expresion E. coli BL21 — DE3, Shuffle y Codon plus con el

plasmido pET100 — GdSir2.3 y se realiz6 la induccion de expresion proteica con 2mM de

inductor (IPTG) y ZnCl, 2.5 uM encontrando que la proteina recombinante se veia

favorecida en la fraccion insoluble de las tres cepas (Figura 17)
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Figura 17: Expresion de 6xHis — GdSir2.3 (46 kDa) en diferentes cepas de E. coli. A.
Cepa BL21 — DE3. B. Cepa Codon Plus C. Cepa Shuffle. D. Evaluacién por western blot
de la expresion de 6xHis — GdSir2.3 en la cepa Shuffle. 1°: IgG — a — His (1:5000), 2°: a -
mouse — fosfatasa alcalina (1:10000), membrana de nitrocelulosa. 1. Células totales sin
inducir. 2. Células totales inducidas, 2 mM de IPTG, 4 horas 3. Fraccion soluble inducidas
4. Fraccion insoluble inducidas. MW: Marcador del peso molecular. SDS — PAGE 10%,

azul de Coomassie
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La cepa BL21 — DE3 es recomendada para la expresién estdndar de proteinas
recombinantes ya que su fenotipo promueve la estabilidad del mMRNA y la acumulacion de
proteinas en el citoplasma, ademas, el sistema de expresion inducible regula la expresiéon
de recombinantes que puedan resultar toxicos para las bacterias®. En esta cepa se
observd un aumento en la expresion de una banda de 46 kDa, que corresponde al tamafio
esperado de 6xHis — GdSir2.3 (GdSir2.3 + etiqueta de histidina, Figura 17A). Al realizar el
fraccionamiento celular se evidencio la acumulacion de la proteina recombinante en la
fraccion insoluble (Figura 17A). Debido a la hecesidad de obtener larecombinante soluble
para su evaluacion funcional, se emplearon otras cepas de expresiéon, Codon Plus y
Shuffle, esperando favorecer la expresién y la solubilidad (Figura 16B y Figura 16C,
respectivamente). Al inducir la expresién de 6xHis — GdSir2.3 en Codon + (Figura 17B), se
observa un aumento de la banda de interés, sin embargo, al realizar la lisis celular se ve
favorecida la acumulacion de ésta en la fraccién insoluble. Se esperaria que esta cepa
ayudara a expresar la recombinante ya que cuenta con tRNAs adicionales en E. coli para
reconocer codones como AGA y AGG (arginina), AUA (isoleucina) y CUA (leucina)®’ los
cuales se encuentran presentes en la secuencia del gen codificante para GdSir2.3. (Anexo
D), adicionalmente, no se evidencié un incremento de la proteina de interés en la fraccion
soluble. Debido a las dificultades para obtener el candidato en la fraccion soluble, se evalué
también la cepa Shuffle la cual ayuda al correcto plegamiento de proteinas que forman
puentes disulfuro gracias a su estado redox citoplasmatico modificado®. En la Figura 16C
se observa un incremento de la expresion de la banda de 46 kDa en células totales y es
favorecida en la fraccion insoluble después de la lisis. Al realizar la evaluacion de esta
induccién por western blot se confirma la identidad de la proteina recombinante en las
células totales inducidas y fraccién insoluble mediante la etiqueta de histidinas que otorga
el vector (Figura 17D). Al analizar los resultados obtenidos en las diferentes cepas se
puede concluir que no hubo un aumento significativo de la expresién de la proteina
recombinante soluble y, por lo tanto, se propone la evaluacion de diferentes condiciones

de induccién para la expresion de la misma.
7.2.2.2. Evaluacion de las condiciones de induccion

Las condiciones de induccién como la concentracion del inductor, temperatura, presencia
de cofactores en el medio y tiempos son determinantes para la obtenciéon de proteinas
recombinantes solubles®. Ensayos previos de expresion, purificacion y evaluacion de las
sirtuinas humanas mediante proteinas recombinantes'® sugieren que las condiciones

Optimas para su obtencién consisten en bajas concentraciones de inductor (maximo 1mM)
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para garantizar su correcto plegamiento. En cuanto a la purificacion se sugiere la
cromatografia de afinidad como el mejor método de obtencién y para el almacenamiento
de las recombinantes purificadas, y en caso de emplear imidazol como eluyente, se

recomienda reducir al maximo la concentracién de éste.

Teniendo en cuenta lo anterior, se evaluaron diferentes condiciones de induccién en la
cepa Shuffle debido al incremento de expresion de la proteina recombinante en esta cepa
y a la presencia de cisteinas en la secuencia de GdSir2.3. La primera condicion evaluada
fue la concentracion del inductor, partiendo de que una concentracion alta de éste podria
inducir una expresion excesiva y por lo tanto el plegamiento incorrecto de la proteina
recombinante. Se realiz6 la induccion con 0.1, 0.5, y 1mM de IPTG durante 4 horas a 18°C
y 37°C. Adicionalmente, el medio de cultivo se suplementé con 2.5 uM de ZnCl;con el fin
de aumentar la fuerza ionica citoplasmatica y favorecer el correcto plegamiento de la
proteina recombinante. Al realizar la evaluacién de la induccion por SDS — PAGE y
Coomassie no se observa claramente el aumento de la expresion de la banda del tamafio
esperado en fracciones solubles (Figura 18A), no obstante, al evaluar por western blot
sobre fracciones solubles (Figura 18B) se obtiene un reconocimiento de la proteina (46
kDa) en las concentraciones de IPTG evaluadas. Finalmente se establecié que las
condiciones Optimas para la expresion en la fraccion soluble fueron 0,1 mM de IPTG, 2,5
uM de ZnCl;, 37°C y 4 horas de induccion que permitieron la expresion de la proteina

recombinante soluble para su posterior evaluacién funcional.
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Figura 18: Evaluacién de las condiciones de expresion (Temperatura, concentracion
de inductor — IPTG) para la obtencidon de 6xHis-GdSir2.3 soluble de la cepa Shuffle.
A. SDS — PAGE, acrilamida 10%, tincion azul de Coomassie. B. Western blot, membrana
de nitrocelulosa. 1: a — 6xHisGdSir2.3 — IgY(1:5000), a — IgY — Fosfatasa alcalina

(1:20000). MW: Marcador de peso molecular, S.I: Células totales sin inducir. (+): Fraccion

insoluble de Shuffle inducida, (-): BSA

7.2.3 Purificaciéon de la proteina 6xHis — GdSir2.3

Una vez expresada la proteina recombinante tanto en la fraccion soluble como insoluble,
se procedid a purificarla empleando varias aproximaciones: Cromatografia de afinidad a
metales inmovilizados (IMAC) para la posterior evaluacion funcional del candidato; y
cromatografia de afinidad bajo condiciones desnaturalizantes y extraccion a partir de
cuerpos de inclusion para el desarrollo de una herramienta inmunoldgica para el estudio

de la proteina enddgena del parasito.

7. 2. 3. 1. Purificacion de 6xHis — GdSir2.3 por cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC)

Se purificé la proteina 6xHis — GdSir2.3 por cromatografia de afinidad a niquel a partir de
la fraccion soluble de Shuffle inducidas aprovechando la etiqueta de histidinas otorgada
por el vector. Esta metodologia consiste en la union mediante enlaces coordinados entre
el metal anclado a la resina, en este caso niquel, y las histidinas de la etiqueta, lo que
permite una alta eficiencia en la purificacion de proteinas °*. En primer lugar, se partié de
la fraccién soluble la cual se dejo en incubacion con la resina para permitir la union de
proteinas ricas en histidinas, posteriormente se realizaron lavados para retirar las proteinas
no unidas y posibles contaminantes los cuales fueron removidos gracias al aumento
gradual de la concentracién de imidazol. Finalmente, con el incremento de la concentracion

de imidazol (de 75 mM a 300 mM) se eluyoé la proteina del tamafio esperado (~46 kDa)
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como se muestra en la Figura 19. El mecanismo de elucién basado en el aumento de la
concentracion de imidazol se fundamenta en que éste se une de manera competitiva al
niquel, de tal manera que al estar presente en mayor proporcidbn que la proteina

recombinante, esta se soltara de la resina y podra ser recolectada en forma de eluidos &2.

MW S| FS NU L35 L75 Eluidos

66 kDa

45 kDa

35 kD

Figura 19: Purificacion mediante IMAC de 6xHis — GdSir2.3 a partir de la fraccion
soluble de la cepa Shuffle. S.I: Células sin inducir F.S: Fraccion soluble de células
inducidas N.U: Proteinas no unidas L35: Lavado Imidazol 35 mM L75: Lavado Imidazol 75
mM, E1 — E3 — Efinal: Eluidos imidazol. 300 mM MW: Marcador de peso molecular. En el
recuadro morado se observa la proteina recombinante purificada. SDS — PAGE, acrilamida

10%, azul de Coomassie

Al observar la figura 18 se encuentra que gran parte de la proteina de interés
aparentemente no se une a la resina. Como solucion a esto y con el fin de obtener mayor
cantidad de proteina purificada, se aumenté el tiempo de union con la resina y el volumen
de ésta. Al realizar nuevamente la purificacion se observa un patrén similar al de la
purificacién anterior en donde gran parte de la proteina de interés no se une a la resina,

no obstante, la concentracion de los eluidos aumenta (Figura 20).



52 Aproximacion al estudio de las sirtuinas de G. duodenalis

MW Totales N.U L-35mML756mM E1 E3 E4 EFinal

Figura 20: Purificacion de 6xHis — GdSir2.3 aumentando el tiempo de union a la
resina. MW: Marcador de peso molecular, Totales: Células totales inducidas N.U:
Proteinas no unidas L-35mM: Lavado de 35 mM de imidazol L-75mM: Lavado de 75 mM
de imidazol, E1, E3, E4: Eluidos con 300 mM de imidazol, EFinal: Eluido final con 300 mM
de imidazol

Finalmente, se evalu6 la identidad de los eluidos purificados mediante western blot
empleando los anticuerpos producidos en este trabajo, observando el reconocimiento
esperado y especifico tanto en las células totales inducidas, la fracciéon soluble y el eluido
como se observa en la Figura 21. A partir de lo anterior se concluye que se logré purificar
la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 soluble y ésta fue empleada en los ensayos de
deacetilacion in vitro, para determinar la identidad de la enzima como se describe a

continuacion.
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Figura 21: Purificacién de 6xHis — GdSir2.3 a partir de la fraccion soluble de E. coli
cepa Shuffle por cromatografia de afinidad a niquel. A. SDS — PAGE, acrilamida 10%.
A. Western blot, membrana de nitrocelulosa. 1°: IgY — a — 6xHis — GdSir2.3 (1:1000), 2°: a
—lgY — Fosfatasa alcalina (1:10000). MW: Marcador de peso molecular, 1: Células totales
sin inducir, 2: Células totales inducidas, 3: Fraccion soluble, 4: Eluido, +: Fraccion insoluble
de E. coli cepa Shuffle inducidas, -: BSA.

7. 2. 3. 2. Purificacién de 6x — His — GdSir2.3 bajo condiciones desnaturantes y a

partir de cuerpos de inclusion

Aprovechando que la expresion de la proteina recombinante se vio favorecida en la
fraccion insoluble, se realizé la induccion a gran escala en la cepa Shuffle con 2 mM de
IPTG con el fin de obtener la mayor cantidad de proteina posible para usarla como antigeno
en el desarrollo de una herramienta inmunolégica para el estudio de la proteina nativa en
el parasito. En primer lugar, se realiz6 la purificacion por afinidad a niquel bajo condiciones
desnaturantes en presencia de agentes caotropicos como la urea y el clorhidrato de
guanidina obteniendo a 6xHis — GdSir2.3 purificada como se observa en la figura 22. Es
importante mencionar que, debido a las condiciones de purificacion, esta proteina no es
apta para la evaluacion funcional del candidato, no obstante, se propone realizar ensayos
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de renaturalizacion para determinar si la proteina recupera su plegamiento y de este modo,

evaluar su posible actividad deacetilasa

MW sl Fl N.U E1 E5 +  Mw sl Fl E1 ES
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Figura 22: Purificacion de la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 por
cromatografia de afinidad a metales (IMAC) bajo condiciones desnaturantes. Se
observa que se obtiene una proteina purificada del tamafio esperado para la recombinante,
la cual al ser evaluada mediante western blot presenta reconocimiento. A. SDS — PAGE
Acrilamida 10%, azul de Coomassie. B. Western blot, membrana de nitrocelulosa. 1°: a —
Histidina (1: 5000), 2°: a — Mouse — fosfatasa alcalina (1: 10000). MW: Marcador de peso
molecular, SlI: Células totales de E. coli Shuffle sin inducir, F.I: Fraccién insoluble, E1, E5:
Eluidos

7.2.4 Desarrollo y evaluacion de anticuerpos policlonales contra
6xHis — GdSir2.3 en modelo aviar

Empleando la proteina recombinante purificada como antigeno en la inoculacion del
modelo aviar, se obtuvieron cuatro sangrias correspondientes a los sueros pre — inmune,
no relacionado y los refuerzos de cada inoculacion. Estas sangrias fueron procesadas para
obtener los sueros empleados en ensayos de western blot en los que se detectaron 250
ng de proteina recombinante purificada en una dilucion de 1:5000 como se muestra en la
figura 23. También se evalué la cantidad minima de proteina recombinante, que el suero
con mejor reconocimiento (Suero 3) podia detectar encontrando, que en una diluciéon de
1:5000, reconoce hasta 18 ng de proteina recombinante. Por su parte, los sueros pre —
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inmune y no relacionado no presentan sefial con 6xHis — GdSir2.3, al igual que los sueros
de cada refuerzo de inoculacién no detectan el control negativo usado (250 ng de BSA)

A.

NR Pi St s2 s2
ng de 6xHis — GdSir2,3

° I

MW(250 150 75 37 18 4 |

66 kDa
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35kDa

Figura 23: Evaluacion de los sueros a — 6xHis — GdSir2.3 obtenidos del modelo aviar.
1°: a — 6xHis — GdSir2.3 (1:5000). 2°: a — IgY — fosfatasa alcalina (1:10000). R: 6xHis —
GdSir2.3. B: BSA, NR: Suero no relacionado (individuo control), PI: Suero pre — inmune,
S1, S2, S3: Sueros 1, 2 y 3 respectivamente Western blot, membrana de nitrocelulosa. A.
Especificidad. B. Deteccion de la minima cantidad de 6xHis — GdSir2.3 reconocida

por S3.
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Una vez evaluados los sueros, se purificaron mediante afinidad a antigeno los IgY — a —
6xHis — GdSir2.3 desde el suero con mejor reconocimiento y se evaluaron diferentes
diluciones de anticuerpo sobre 250 ng de proteina recombinante, determinando que éste
es capaz de reconocerla en una dilucion de hasta 1:5000 (Figura 24). El anticuerpo también
fue evaluado sobre células totales de E. coli inducidas y su fraccion soluble en donde se
observo un reconocimiento especifico para la proteina recombinante del tamafio esperado
(Figura 18B). Lo anterior indica que los IgY — a — 6xHis — GdSir2.3 purificados presentan
una alta afinidad al antigeno y seran una buena herramienta para la detecciéon de la

proteina endégena en G. duodenalis.

1:1000 1:2500 1:5000 1:10000
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Figura 24: Evaluacion de diferentes diluciones de IgY — a — 6xHis — GdSir2.3 R: 250 ng de 6xHis — GdSir2.3, B:
250 ng de BSA. En el recuadro morado se observa el reconocimiento de las diferentes cantidades de 6xHis —
GdSir2.3. Western blot, membrana de nitrocelulosa, 1°: IgY — a — 6xHis — GdSir2.3, 2°: a — IgY — fsfatasa alcalina
(1:10000)
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7.2.5 Reconocimiento de GdSir2.3 en G. duodenalis: En extractos
totales y por inmunofluorescencia
Al evaluar por western blot con el anticuerpo IgY — a — 6xHis — GdSir2.3 los extractos
totales de trofozoitos asincronicos y de quistes obtenidos tras 24 horas de enquistacion,
se reconoce una proteina de aproximadamente 46 kDa sobre los quistes, dicho tamafio
corresponde a lo esperado para la proteina endégena (43,9 kDa, Figura 25). Como control
de enquistacion se detectaron las proteinas de la pared del quiste (CWP, 26 kDa) y se
obtuvo el reconocimiento solamente sobre los extractos de este estadio indicando que,

efectivamente, el proceso de enquistacién fue exitoso.

BSA + Q Q T

70 kDa

55 kDa

40 kDa
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Figura 25: Deteccion de GdSir2.3 (43,9 kDa, recuadro morado) en extractos totales
de trofozoitos (1x10°parésitos) y quistes (1x 108 parasitos) de G. duodenalis: 1y 3:
1°:1gY — a — 6xHis — GdSir2.3 (1:500), 2°: a — IgY fosfatasa alcalina (1:10000); 2. 1°: a —
CWP (1:500). 2°: a — IgG fosfatasa alcalina (1:10000) Western blot, membrana de

nitrocelulosa

Analisis del transcriptoma a lo largo del ciclo de vida del parasito han demostrado que el

gen correspondiente al candidato GdSir2.3 aumenta significativamente su expresion a las
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24 horas de enquistacion, mientras que las sirtuinas ya caracterizadas, GdSir2.1 y
GdSir2.2, junto a los otros candidatos, GdSir2.4 y GdSir2.5, disminuyen (Figura 26). Lo
anterior podria indicar la relevancia de GdSir2.3 en el proceso de enquistacion %2, Por otra
parte, Carranza y colaboradores (2016) encontraron que debido a la falta de mecanismos
de regulacién tipicos, como factores de transcripcion candénicos, para este organismo, la
regulacién de la expresion génica a nivel postranscripcional y traduccional, asi como los
factores epigenéticos, tendrian un papel muy importante durante el ciclo de vida,
principalmente en la enquistacién, como lo demuestra la disminucién de los niveles de
acetilacion de histonas observados durante este proceso. Adicionalmente, Sonda y
colaboradores (2010) encontraron que al suplementar el medio de cultivo con inhibidores
de HDCAs se produce una hipoacetilacion de las histonas y se detiene la enquistacién. El
reconocimiento mayoritario de GdSir2.3 en extractos de quistes aporta evidencia de la

importancia de esta proteina para la progresion del ciclo de vida del parasito

Variaciones en la activiad transcripcional Sir2 durante la
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Figura 26: Variacion de los niveles de expresion de los genes correspondientes a los cinco

candidatos a sirtuina de G. duodenalis durante la enquistacién. Tomado de Herrera (2017)

Una vez detectada la proteina endbégena en el pardsito se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia empleando el anticuerpo purificado con el fin de determinar la
localizacion subcelular de la misma (Figura 25). La inmunofluorescencia se realiz6 tanto
en trofozoitos (Figura 25A) como en quistes (Figura 25B) y se logré identificar que, para
ambos estadios, GdSir2.3 presenta una localizacion citoplasmatica que daria indicios de

su posible funcién en este organismo.
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Anti-GdSir2.3 DAPI MERGE

Anti-GdSir2.3 DAPI MERGE

Figura 27: Identificacién de GdSir2.3 endégena mediante inmunofluorescencia. A.

Inmunofluorescencia sobre trofozoitos. B. Inmunofluorescencia sobre quistes. El
anticuerpo IgY — a — 6xHisGdSir2.3 permitié identificar a GdSir2.3 como una proteina
citoplasmatica en ambos estadios del ciclo de vida del parasito, cabe mencionar que la

proteina presenta una distribucion vesicular.

Dentro de las sirtuinas citoplasmaticas, se encuentra la SIRT2 de H. sapiens para la cual
se han descrito diferentes funciones como el mantenimiento de la estabilidad genémica
durante la mitosis!®, el control de la diferenciacién celular mediante la deacetilacion de
factores de transcripcién y tubulinal®y la protecciéon celular durante estrés oxidativo a
partir de la regeneracion de los niveles de NADPH mediante la via de las pentosas fosfato
106 Adicionalmente, en organismos evolutivamente mas cercanos a G. duodenalis, como
T. cruzi se ha observado que la sobreexpresiéon de TcSir2RP1, una sirtuina citoplasmatica,
induce la diferenciacion a tripamastigotes y aumenta la eficiencia del proceso infectivo de
este organismo sobre células mamiferas!?’. Otro parasito protozoario que cuenta con una

sirtuina citoplasmatica caracterizada es Entamoeba histolytica (EhSir2a), y si bien su
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funcién especifica no ha sido determinada, los ensayos de interaccién de proteinas
realizados por Dam y Lohia (2010) mostraron que esta sirtuina interactia, entre otras
proteinas, con la tubulina y ademés puede deacetilarla. Lo anterior indicaria que EhSir2a
constituye un mecanismo de regulacién adicional de procesos como la segregacion de

cromatina, la mitosis y la division celular.

Para G. duodenalis ya se ha identificado una sirtuina citoplasmatica (GdSir2.1) que podria
estar interactuando con estructuras ricas en tubulina como el cuerpo medio del parésito y
por lo tanto, tendrian un papel importante en la organizacién estructural del trofozoito 3. Si
bien GdSir2.3 también es citoplasmética, no habria una redundancia de funciones ya que
ésta tiene una distribucién diferente en el trofozoito y ademas los niveles de expresion

sugieren que, en esa etapa del ciclo de vida, GdSir2.1 seria la sirtuina activa.

En cuanto a la ubicacion subcelular de GdSir2.3 en el quiste, también se encontr6 una
localizacién citoplasmatica, adicionalmente, se observa un fuerte reconocimiento sobre
granulos en la pared del quiste que podrian corresponder al cuerpo multivesicular del
parasito (MVB). A lo largo del ciclo de vida de G. duodenalis existen estructuras vesiculares
gue éste utiliza para procesos que van desde la endocitosis en trofozoitos, hasta la
regulacién de la infeccion y la sincronizacién de la enquistacibn en estadios mas

avanzados de la enfermedad®8.

Es probable que GdSir2.3 se encuentre en estas vesiculas, teniendo en cuenta lo
encontrado por Ma’ayeh y colaboradores (2017) en sus analisis de las proteinas presentes
en el secretoma de Giardia durante la interaccién con las células del hospedero. Las
proteinas predominantes en dicho analisis corresponden a diferentes funciones
metabdlicas de carbohidratos, lipidos y salvamento de nucleétidos; siendo ésta Ultima una

evidencia de la competencia por nutrientes entre las células del hospedero y el parasito.

Adicionalmente, las vesiculas presentaron también proteinas, tanto ya caracterizadas,
como hipotéticas, con alto potencial antioxidante y cuya funcién esta asociada a combatir
las ROS producidas por el hospedero como respuesta a la infeccion!®. Es importante
resaltar que ademas de regular el silenciamiento génico junto a las otras deacetilasas, las
sirtuinas también constituyen un mecanismo de respuesta durante el estrés oxidativo*?y
por lo tanto, la localizacion de GdSir2.3 en las vesiculas secretadas indicaria una funcién
adicional a la regulacion del cambio de forma celular que en este caso seria la defensa del

parasito durante la infeccion.
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En sintesis, la ubicacion subcelular de GdSir2.3 tanto en trofozoitos, como en quistes, junto
con la evidencia obtenida por andlisis transcriptomicos y de sobrexpresion, indicarian que
esta proteina estaria involucrada en la progresion del ciclo de vida del parasito al regular
la enquistacion; ademas, favoreceria el proceso infectivo al defender al organismo de los

mecanismos de respuesta del hospedero como lo son la produccién de ROS.

7.2.6 La proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 presenta

actividad deacetilasa dependiente de NAD.

Una vez obtenida la proteina recombinante soluble purificada se realiz6 la evaluacion de
su actividad deacetilasa mediante el kit de deacetilacién in vitro CycLex SIRT1/Sir2
Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver. 2 como se describe en el apartado 6. 2. 9 (Figura
26). En este ensayo se utilizé la recombinante SIRT1 como control positivo, ademas se
evaluo la recombinante 6xHis — GdSir2.3 en presencia de dos buffers: El buffer de elucion
(50mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400mM, KCI 100mM, glicerol 10%, Triton X — 100
(0,5% v/v), imidazol 300mM) y el buffer de deacetilaciéon (Tris — HCI 6mM, NaCl 6mM,
(North et al., 2005)); y como control negativo se tuvo la reaccion en ausencia de NAD
(8mM) y sin la recombinante con cada buffer de reaccién. Las reacciones fueron incubadas
durante una hora a 37°C registrando la emision de fluorescencia cada cinco minutos,

encontrandose que 6xHis — GdSir2.3 presenta actividad deacetilasa dependiente de NAD.

Al observar los resultados obtenidos se evidencia que la presencia de imidazol
inhibe la actividad deacetilasa de 6xHis — GdSir2.3 en comparacién con la proteina
en buffer de deacetilacion, la cual fue dializada previamente. Lo anterior es
consistente con estudios previos que han demostrado que medicamentos como los
benzimidazoles y derivados sintéticos inhiben la actividad enzimética de las SIRT1y

SIRT2 humanas en células
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Figura 28: Evaluacién de la actividad deacetilasa dependiente de NAD de 6xHis —
GdSir2.3.. A. Actividad deacetilasa en funcion del tiempo. 1. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en
buffer de deacetilacion. 2. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en buffer de elucion. 3. SIRT1 de H.
sapiens. (250 ng). 4. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en ausencia de NAD (8mM). 5. Reaccion
de deacetilacion sin 6xHis — GdSir2.3 en presencia de buffer de deacetilacion. 6. Reaccion
de deacetilacion sin 6xHis — GdSir2.3. B. Actividad deacetilasa medida en URF (Unidades

relativas de fluorescencia)
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cancerigenas, teniendo también un efecto negativo sobre la proliferacion celular 11°. Debido
al efecto inhibitorio que tienen estos medicamentos sobre la proliferacion celular en cancer,
se ha propuesto su uso como potenciales antiparasitarios, sin embargo, analisis
estructurales in silico de sirtuinas de otros protozoarios han determinado una gran similitud
con sirtuinas humanas!!. Lo anterior constituye un obstaculo importante en la bUsqueda
de alternativas a los tratamientos empleados contra las diferentes parasitemias, incluida la
giardiasis. No obstante, no se puede descartar el uso de inhibidores de sirtuinas como los
derivados del imidazol y la nicotinamida como posibles tratamientos ya que, a pesar de la
homologia del dominio catalitico, las sirtuinas de parasitos, y puntualmente GdSir2.3,
presentan inserciones especificas que podrian tener un rol importante en la regulacién de

la actividad enziméatica*?.

Al comparar la actividad deacetilasa de 6xHis — GdSir2.3 con la de SIRT1 humana se
observan diferencias tanto en los niveles de deacetilacion alcanzados, expresados en
URF(Unidades Relativas de Fluorescencia) (Figura 26A) como en el comportamiento de
ambas enzimas a través del tiempo (Figura 26B) Esto puede explicarse teniendo en cuenta
la actividad especifica de cada enzima y la afinidad por el sustrato, de tal manera que para
SIRT1 se vea favorecida la reaccién de deacetilacion de manera mas eficiente que para el
candidato. Cabe resaltar también que la remocion del imidazol no fue completa y a pesar
de que su concentracion se haya reducido hasta aproximadamente 10 mM, existe la
posibilidad de que siga ejerciendo un efecto inhibitorio en GdSir2.3 Finalmente, se debe
tener en cuenta también que el kit de deacetilacion fue desarrollado bajo las condiciones
Optimas de reaccion para la SIRT1 humana y al ser G. duodenalis un organismo
filogenéticamente lejano de los mamiferos, se espera que las condiciones 6ptimas para la

actividad de GdSir2.3 sean muy diferentes.

Por otra parte, se ha encontrado que algunas sirtuinas ya caracterizadas en parasitos
protozoarios presentan actividad deacetilasa y ADP — ribosiltransferasa. Tal es el caso de
la TbSir2rpl de T. brucei que estéa implicada en la reparacion de dafios en el DNA mediante
la ADP - ribosilacién®®. Para llevar a cabo su funcién, esta proteina presenta dos rutas: La
primera, que consiste en la interaccion de la 2 — O — acetil — ADP —ribosa, producida en la
deacetilacion, y las histonas; y la otra, dependiente de la interaccion entre el péptido
acetilado y la ADP - ribosa, pero que auin no ha sido completamente dilucidada?’. Ademas,

también se ha encontrado que las sirtuinas presentan la capacidad de remover varios
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grupos acilo de las lisinas gracias a variaciones estructurales presentes dentro y fuera del
dominio catalitico; y junto al contexto que acompafia el aminoacido modificado, la
variabilidad de afinidad por diferentes sustratos permite que las sirtuinas tengan diferentes
funciones en un mismo organismo!!3, Teniendo en cuenta la posible actividad ADP —
Ribosiltransferasa y una mayor afinidad por otros sustratos, en conjunto con las
condiciones Optimas de reaccion, se podria explicar la baja actividad enziméatica
presentada por GdSir2.3 en el ensayo in vitro.



8. Conclusiones y perspectivas

8.1 Conclusiones

Se identific6, empleando herramientas computacionales y experimentales, al candidato
GdSir2.3 de G. duodenalis como una deacetilasa dependiente de NAD que cuenta con
caracteristicas estructurales tipicas de la familia sirtuina y presenta una localizacion sub-
celular citoplasmética en trofozoitos y quistes del parasito. A continuacioén se presentan

las conclusiones de cada aproximacién abordada en este trabajo.

8.1.1 Aproximacion bioinformaética:

El andlisis bioinformético de la secuencia candidata GdSir2.3 permitié encontrar que

presenta elementos estructurales caracteristicos de la familia sirtuina

El modelamiento tridimensional del candidato mediante diferentes algoritmos permitié
identificar que el candidato GdSir2.3 presenta la arquitectura tipica del dominio catalitico

de la familia sirtuina

El candidato GdSir2.3 podria estar regulado postraduccionalmente mediante
fosforilaciones fuera del dominio catalitico como se ha observado en otras sirtuinas

experimentalmente.

8.1.2 Aproximacion experimental:
Se construyo el vector recombinante pET100 — GdSir2.3 que permitid la expresion y

purificaciéon de la proteina recombinante 6xHis — GdSir2.3 en el sistema heterdlogo E. coli

Se desarroll6 una herramienta inmunolégica que permitid la identificacion de la proteina

enddgena GdSir2.3 en el parasito, encontrando que en trofozoitos tiene una localizacion
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subcelular citoplasmatica, mientras que, en los quistes, ademas de citoplasmética, estaria

asociada a vesiculas

Se determind la actividad deacetilasa de 6xHis - GdSir2.3 mediante ensayos in vitro
encontrando también que ésta es dependiente de NAD e inhibida por imidazol

8.2 Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, y con el fin de profundizar el estudio
de las sirtuinas de G. duodenalis se propone:
= Realizar ensayos de inmunoprecipitacion de GdSir2.3 con el fin de evaluar las
fosforilaciones predichas experimentalmente y determinar la interaccién con otras
proteinas del parasito
* Realizar la caracterizacion enzimética de la recombinante 6xHis — GdSir2.3 con el
fin de identificar las condiciones Optimas para la reacciéon de deacetilacion, ademas
de evaluar la posible actividad ADP — ribosiltransferasa
= Evaluar el efecto de la inhibicion de GdSir2.3 en la progresion del ciclo de vida del

parasito



A. Anexo: Secuencia en formato
FASTA del candidato GL50803 16569
(GdSir2.3)

>XP_001706584.1 Transcriptional regulator, Sir2 family [Giardia lamblia ATCC 50803]
MVPDVDVIFEGLSTKLRQDLLKAFADEVERVGSPTAAASKSGTSLNAILQLARTLRAGRA
VIFVTGAGLSYASGITPYRYSNKAIWSNFVMASGERRTFKEDPDQYWNSFWLRTHEIPS
FINAKPNQGHIAIAKIMRKADVFVITQNIDTLHTKSGALENRLVEIHGRLGLYKCVNQATGN
VKGLGRQRDCPYSRSISIKLHDLNAYAVDGTSLANNNLKIKIPRCPGCLSPIMPHALMFDE
QYVSHDFYRYYEAEQWLRAADAIVFVGTSFSVNITQDAINIALESSRDIELYSFNITQDEKI
EEASYQTACQRLFSQGSRPRVDSLALQWIVGPSEETLPLLDRILTELMSDTFSTEIHPDE
RLGQPRLIYCYRKEPTEKIGSSILNID
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B. Anexo: Alineamiento multiple de
secuencias de los candidatos a
sirtuina de G. duodenalis y las
sirtuinas de H. sapiens.
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C.

Anexo: Prediccién de
fosforilaciones de GdSir2.3 con el
servidor NetPhos 3.1

# RESIDUO | CONTEXTO | PUNTAJE | QUINASA
13 S FEGLSTKLR 0.662 PKC
14 T EGLSTKLRQ 0.588 PKC
33 S ERVGSPTAA 0.982 unsp
33 S ERVGSPTAA 0.508 p38MAPK
35 T VGSPTAAAS 0.689 PKC
39 S TAAASKSGT 0.961 unsp
44 S KSGTSLNAI 0.555 unsp
54 T QLARTLRAG 0.547 PKC
70 S GAGLSYASG 0.518 CKi
70 S GAGLSYASG 0.512 PKA
76 T ASGITPYRY 0.523 cdk5
76 T ASGITPYRY 0.504 p38MAPK
81 S PYRYSNKAI 0.827 PKC
81 S PYRYSNKAI 0.620 unsp
93 S FVMASGERR 0.524 PKC
98 T GERRTFKED 0.982 unsp
98 T GERRTFKED 0.648 PKC
98 T GERRTFKED 0.516 PKG

106 Y DPDQYWNSF 0.875 unsp
106 Y DPDQYWNSF 0.532 INSR
109 S QYWNSFWLR| 0.574 PKC
119 S HEIPSFINA 0.826 unsp
119 S HEIPSFINA 0.746 PKC
193 Y RDCPYSRSI 0.522 INSR
196 S PYSRSISIK 0.532 cdc2
19 S SRSISIKLH 0.995 unsp
198 S SRSISIKLH 0.669 PKA
231 S PGCLSPIMP 0.568 cdk5
231 S PGCLSPIMP 0.522 cdc2
231 S PGCLSPIMP 0.509 p38MAPK
231 S PGCLSPIMP 0.508 GSK3
244 Y FDEQYVSHD 0.989 unsp
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246 S EQYVSHDFY 0.597 unsp
246 S EQYVSHDFY 0.590 CKill
253 Y FYRYYEAEQ 0.519 INSR
270 T VFVGTSFSV 0.671 unsp
277 T SVNITQDAI 0.545 DNAPK
287 S IALESSRDI 0.987 unsp
287 S IALESSRDI 0.770 PKC
288 S ALESSRDIE 0.561 CKill
288 S ALESSRDIE 0.508 cdc2
299 T SFENITQDEK 0.654 CKiIl
299 T SFNITQDEK 0.545 DNAPK
299 T SFNITQDEK 0.530 ATM
309 Y EEASYQTAC 0.931 unsp
309 Y EEASYQTAC 0.545 EGFR
309 Y EEASYQTAC 0.512 SRC
318 S QRLFSQGSR 0.815 unsp
319 S QRLFSQGSR 0.635 PKC
319 S QRLFSQGSR 0.506 ATM
321 S FSQGSRPRV 0.516 cdc2
327 S PRVDSLALQ 0.735 PKA
328 S PRVDSLALQ 0.678 PKB
328 S PRVDSLALQ 0.519 RSK
349 T DRILTELMS 0.761 unsp
353 S TELMSDTFS 0.513 CKil
355 T LMSDTFSTE 0.509 CKi
357 S SDTFSTEIH 0.972 unsp
357 S SDTFSTEIH 0.607 PKC
357 S SDTFSTEIH 0.520 CKi
380 T RKEPTEKIG 0.711 unsp
386 S KIGSSILNI 0.679 PKA
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D. Anexo: Secuencia del gen
GL50803 16569 empleado para la
clonacion del candidato

>NW_002477101.1:¢691203690028GiardialambliaATCC50803SC_589,whole genoma
shotgun sequence
ATGGTACCCGATGTAGATGTCATATTTGAGGGCCTGAGCACAAAGCTGCGTCAGGAT
CTTCTCAAAGCATTTGCAGATGAGGTGGAGCGGGTAGGATCTCCTACTGCTGCGGC
TTCCAAAAGTGGCACCAGCCTTAATGCCATACTGCAGTTAGCTAGAACCTTGCGAGC
TGGTCGAGCAGTTATCTTTGTGACTGGCGCTGGGCTCTCTTATGCCAGTGGGATAAC
GCCGTATCGTTACTCTAATAAAGCCATCTGGTCTAACTTTGTCATGGCCTCTGGAGA
GCGTCGTACATTCAAAGAAGATCCGGATCAGTATTGGAACTCCTTCTGGCTCAGGAC
GCACGAGATACCGTCGTTCATCAATGCAAAGCCAAACCAAGGCCATATCGCTATTGC
CAAGATAATGCGGAAGGCAGACGTCTTTGTTATAACACAGAACATAGACACTCTGCA
TACGAAATCTGGGGCCCTCGAAAATAGATTGGTTGAAATACACGGGCGCTTAGGTCT
GTACAAGTGCGTCAACCAAGCCACAGGTAATGTGAAGGGCCTCGGACGCCAGCGC
GATTGCCCTTATTCTAGGAGCATCTCTATAAAGCTCCACGATCTGAACGCTTACGCC
GTGGACGGAACCTCACTCGCCAACAATAACCTGAAGATTAAGATCCCGCGCTGCCC
CGGATGCCTTTCGCCTATCATGCCTCACGCGCTCATGTTCGACGAGCAGTACGTCA
GCCACGACTTCTACCGTTACTATGAAGCCGAGCAATGGTTGCGAGCAGCAGATGCC
ATCGTCTTTGTAGGAACATCTTTTTCAGTCAACATAACACAAGATGCGATTAATATTG
CTTTAGAGAGCTCTAGAGATATCGAGCTCTACAGCTTCAATATCACCCAGGATGAAA
AGATTGAGGAGGCTTCGTATCAAACGGCATGTCAGCGCCTCTTTAGCCAGGGCTCG
CGGCCCCGGGTGGATTCTCTTGCGCTACAGTGGATAGTAGGACCGAGTGAAGAAAC
GCTCCCCCTGCTAGATCGCATCCTAACAGAGCTTATGAGTGATACATTTAGCACTGA
AATTCATCCAGATGAGCGGCTTGGCCAGCCCAGACTGATCTATTGCTATCGTAAAGA
GCCCACTGAGAAGATTGGATCGTCTATTCTCAATATAGATTAG
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