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A: Alanina

Ac: Anticuerpo

Acm: Anticuerpo monoclonal

ADH: Via Arginina Deshidrolasa

ADI: Arginina Deiminasa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNCc: Acido Desoxiribonucleico copia del ARN.

ARG: Arginasa

ARID: Factor de transcripcion (del inglés, AT-Rich Interaction Domain)

ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero

ARNt: Acido Ribonucleico de transferencia

ATP: Adenosin Trifosfato

B(1,3)-D-GalNAc: Homopolimero de N-acetil- galactosamina

BiP: Proteina BiP (del inglés, Inmunoglobulin heavy chain-Binding Protein)

BLASTp: (del inglés, Basic Local Alignment Search Tool protein)

C: Cisteina

Ca**: Calcio

CDK2: Enzima Quinasa dependiente de Ciclina-2 (del inglés, Cyclin-Dependent Kinase 2)
CK: Enzima Carbamato quinasa (del inglés, Carbamate Kinase)

CT: Numero de ciclo de la PCR en el cual la cantidad de producto amplificado cruza el
umbral establecido (del inglés, Cycle Threshold).

CWPs: Proteinas de la pared del quiste (del inglés, Cyst Wall Proteins)

D: Acido aspartico

DAPI: Marcador fluorescente de nucleo (del inglés, 4',6-Diamidino-2-Phenylindole)

DIC: Microscopia de contraste de interferencia diferencial (del inglés, Differential
Interference Contrast microscopy).

E: Acido glutamico

EF-1vy 2: Factor de elongacién 1y 2 (del inglés, Elongation Factor 1 and 2)

EGFCP: Proteina del quiste EGFCP (del inglés, Epidermal Growth Factor (EGF) - like Cyst
Protein)

ESVs: Vesiculas especificas de enquistamiento (del inglés, Encystation- Specific Vesicles).
FITC: Isotiocianato de fluoresceina (del inglés, Fluorescein Isothiocyanate).

G: Glicina

GARP: Factor de transcripcion (del inglés, Golden Arabidopsis response Regulator Protein)
GDB: Base de datos del genoma de Giardia (del inglés, Giardia Database)

GDH: Glutamato Dehidrogenasa

GG: Motivo diglicina

G6PI: Enzima glucosamina-6-fosfato isomerasa (del inglés, Glucosamine 6-Phosphate
Isomerase)
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GST: Glutatién S-Transferasa

H: Histidina

HA: Epitope de Hemaglutinina.

HCNCp: Proteina del quiste no variante rica en cisteina (del inglés, High Cysteine Non-
variant Cyst protein)

HDACs: Histonas Deacetilasas

HRP: Peroxidasa de rabano (del inglés: Horseradish Peroxidase)

IF: Inmunofluorescencia

IFI: Inmunofluorescencia Indirecta

Ig: Inmunoglobulina

iNOS: Enzima Oxido Nitrico Sintetasa inducible (del inglés, inducible Nitric Oxide Sintase)
IP: Inmunoprecipitacién

JMID: Enzima Demetilasa (del inglés, Jumonji domain-containing protein)

K: Lisina

kDa: Kilodalton

LB: Medio de cultivo para bacterias Luria-Bertoni.

LRRs: Repeticiones adyacentes ricas en leucina (del inglés, Leucine Rich Repeats)
LSD1/KDM1: Enzima Lisina Demetilasa (del inglés, Lysine-Specific Demethylase 1)

M: Coeficiente de solapamiento de Manders para el analisis de colocalizacién cuantitativa
MALDI-ToF-MS: Espectrometria de masas (del inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption-
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry)

Myb2: Factor de transcripcion (del inglés, Myeloblastosis-related transcription factors)
N;: Nitrégeno

NES: Sefial de exportacion nuclear (del inglés, Nuclear Exportation Signal)

NLS: Seial de localizacidn nuclear (del inglés, Nuclear Localization Signal)

NOS: Enzima Oxido Nitrico Sintetasa (del inglés, Nitric Oxide Sintase)

NPC: Complejo del Poro Nuclear (del inglés, Nuclear Pore Complex)

OTC: Enzima Ornitina Transcarbamilasa (del inglés, Ornithine Transcarbamoylase)

ORF: Marco abierto de lectura (del inglés, Open Reading Frame)

ON: Oxido Nitrico

PADs: Peptidil-Arginina Deiminasas

Pax: Factor de transcripcion (del inglés, Paired Box)

pb: Pares de bases.

PBS: (del inglés, Phosphate Buffered Saline)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, Polimerase Chain Reaction)

PDB: Base de datos de estructuras proteicas (del inglés, Protein Structure Database)

PE: Pre-enquistamiento

PFR1: Proteina paraflagelar de Trypanosoma cruzi (del inglés, Paraflagellar Rod Protein)
PVs: Vacuolas periféricas (del inglés, Peripherical Vacuoles)

Q: Glutamina

R: Arginina

RE: Reticulo Endoplasmatico.

RdRP: ARN polimeras dependiente de ARN (del inglés, RNA- dependent-RNA Polymerase)



Lista de Abreviaturas

RTPCR: Transcripcién reversa del ARN seguida de reaccién en cadena de la polimerasa (del
inglés, Retrotranscription-PCR).

SAE1y SAE2: Subunidades SAE1 y SAE2 (del inglés, SUMO Activation Enzyme 1 and 2)
SAM: Solucidon Amortiguadora de Muestra

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato sédico (del
inglés, Sodium Dodecyl Sulfate- Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)

SENPs: Proteasas de SUMO en mamiferos (del inglés, Sentrin Proteases)

SP: Proteasa de SUMO en Giardia lamblia

SUMO: Proteina SUMO (del inglés: Small Ubiquitin-like Modifier)

TOPO: Factor de transcripcién. Enzima Topoisomerasa |l

TBS: (del inglés, Tris Buffered Saline)

Ulply Ulp2: Proteasas de SUMO en levaduras (del inglés, UBL-specific Protease 1 and 2)
VA: Variacion Antigénica

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VSPs: Proteinas variables de superficie (del inglés, Variant Specific-Proteins)

Zn>": Zinc

Xi
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Resumen

Resumen

En este Trabajo de Tesis se estudiaron SUMOilacién y citrulinacién de proteinas en
el parasito Giardia lamblia. Se demostrd que tanto la proteina SUMO como las enzimas
gue participarian en la via de SUMOilacién se encuentran presentes en Giardia,
identificandose a la enzima Arginina Deiminasa (ADI) como una proteina SUMOilada. ADI
participa en la produccién de energia y en el proceso de variacidon antigénica en el
parasito, y durante el enquistamiento es translocada desde el citoplasma a los nucleos
regulando negativamente la expresién de genes especificos del enquistamiento.
Mutaciones puntuales en el sitio de SUMOilacion de ADI mostraron que la translocacién
de la enzima al nucleo disminuye en las etapas tempranas de la diferenciacién a quiste,
aunqgue la enzima localiza en los nucleos en las ultimas etapas del enquistamiento,
participando en este proceso las sefales de localizacidn nuclear presentes en la secuencia
de la proteina. Dentro del nucleo, ADI posiblemente citrulina histonas, encontrandose
involucrada esta modificacién en la menor expresién de las proteinas de enquistamiento y
en la formacion del quiste. Estos resultados indican que ADI desempeiia un rol regulatorio
en el proceso de enquistamiento, siendo las modificaciones post-traduccionales,

mecanismos claves en este proceso.



Summary

Summary

SUMOylation of proteins has been recently described as a vital process in
eukaryotic cells. In our work, we analyzed the role of SUMO protein and the genes
encoding the putative enzymes of the SUMOylation pathway in the parasite Giardia
lamblia. Although we observed several SUMOylated proteins, only the Arginine Deiminase
(ADI) enzyme was confirmed as a SUMOylated substrate. ADI is involved in the survival of
the parasite and, besides its role in ATP production it also catalyzes the modification of
arginine residues to citrulline in the cytoplasmic tail of surface proteins. During encystation
process, ADI translocates to the nuclei and downregulates the expression of the Cyst Wall
Protein 2 (CWP2). In this work, we made site-specific mutation of the ADI SUMOylation site
(K101) and we observed that transgenic trophozoites did not translocate to the nuclei at
the first steps of encystation but shuttled in the nuclei late during this process, through
classical nuclear localization signals. Inside the nuclei, ADI modifies histones by
citrullination, and this modification is probably involved in the downregulation of CWPs
expression and cyst wall formation. Our results strongly indicate that ADI plays a
regulatory role during encystation in which post-translational modifications of proteins are

key players.
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Capitulo 1: Introduccion General

1.1. Relacién Parasito- Hospedador

lo largo del ciclo de vida, los organismos se encuentran expuestos a
constantes interacciones con el ambiente que lo rodea y con otros
seres vivos. Las consecuencias de esas interacciones pueden ser
beneficiosas, neutrales o nocivas para al menos alguno de los organismos asociados. El
parasitismo es una asociacion entre especies que le permite a una (el parasito) proliferary
diferenciarse a expensas de otra (el hospedador), generalmente perjudicada por tal
interaccion. Aunque el parasitismo puede ser de tipo oportunista, facultativo u obligado,
la asociacion parasito-hospedador es un fenémeno general de adaptacion y dependencia
entre especies, establecida a partir de la seleccién natural. Asi, a lo largo de la evolucidn,
los eucariotas superiores han desarrollado mecanismos de adaptacidn tendientes a evitar
procesos infecciosos. Del mismo modo, los microorganismos patégenos han elaborado
estrategias para evadir estas defensas y prolongar su permanencia en el hospedero,
facilitando la transmisién de la enfermedad a otros organismos susceptibles. El efecto de
las presiones selectivas que ejercen patégeno y hospedador entre si, sienta las bases de la
coevolucién adaptativa entre especies. Un microorganismo potencialmente infeccioso
puede estar presente en el cuerpo del hospedador sin invadirlo, denominandose
contaminante. Sin embargo, cuando los efectos acumulativos de la infeccién dafian los
tejidos del hospedador, producen una enfermedad infecciosa. No todos los contaminantes
acaban en infeccidn, y no todas las infecciones terminan en enfermedad, dependiendo
este desenlace tanto de la capacidad del hospedador de desarrollar una efectiva respuesta
inmune, como del microorganismo de adaptarse y evadir esa respuesta.
Tanto en organismos procariotas como eucariotas, algunos procesos de adaptacion
a las variaciones del ambiente se encuentran asociados a cambios en las caracteristicas

morfoldgicas y fisioldgicas de las células involucradas; transformaciones conocidas
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generalmente con el nombre de diferenciaciéon celular. Indudablemente, la capacidad
celular de detectar cambios en las condiciones de su entorno, y de responder a ello
eficazmente es fundamental para su supervivencia. Una caracteristica importante de los
pardsitos es su gran capacidad de adaptacién a los cambios del ambiente. La mayoria de
estos organismos, ya sean unicelulares o multicelulares, ocupan diferentes nichos en su
travesia por vectores y hospedadores, desarrollando mecanismos de adaptacién que les
permiten sobrevivir en condiciones ambientales que de otro modo los destruirian. De esta
manera, los ciclos bioldgicos de los parasitos surgen como excelentes modelos
experimentales para la comprensidon de mecanismos basicos de la diferenciaciéon celular,
la regulacion de la expresion génica diferencial, los procesos de transduccidn de sefiales y
la biogénesis de organelas subcelulares (Ropolo and Touz, 2010).

Un proceso dindmico de adaptaciéon ocurre en el protozoario pardsito unicelular
Giardia lamblia: organismo de importancia médica como uno de los agentes mds comunes
causantes de diarrea (Nash, 1997; Adam, 2001), y de interés bioldgico por su condicion de
eucariota tempranamente divergente en la historia evolutiva (Adam, 2001; Morrison et
al., 2007). Para Giardia, mantener una infeccién se traduce en su capacidad de sobrevivir y
diferenciarse en ambientes potencialmente hostiles. Asi, para permanecer en el intestino
del hospedero Giardia debe, entre otras cosas, tener la capacidad de adherirse al epitelio
intestinal y evadir la respuesta inmune del hospedador, o diferenciarse a su forma
infectiva con una estructura celular mas resistente que le permita soslayar factores
ambientales desfavorables. Lo notable de este pardsito es que a pesar de existir
disponibilidad de tratamiento y medidas de prevencidn simples para evitar el contagio, ha
logrado permanecer a través de los siglos, siendo en la actualidad uno de los principales
pardsitos intestinales hallados en muestras fecales de individuos. Esto se traduce en la
increible capacidad de adaptacion de Giardia tanto al microambiente dentro del

hospedador como a las condiciones ambientales fuera del mismo (Adam, 2001).
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1.2. Giardiasis

La enfermedad provocada por Giardia se conoce con el nombre de “giardiasis”:
parasitosis transmitida a través de la ruta oro-fecal, sea indirectamente por comida o agua
contaminada o directamente a través del contacto inter-personal (Thompson et al., 2000;
Bernander et al., 2001). Aunque de distribucion cosmopolita, con alrededor de 300
millones de infectados por afio (Ankarklev et al., 2010), la infeccidn por Giardia prevalece
considerablemente en paises en desarrollo, asocidndose en general a la deficiencia de
recursos sanitarios (Adam, 2001; Savioli et al., 2006). En tanto, en paises desarrollados, la
giardiasis se presenta en brotes o episodios que generalmente se relacionan al consumo
de agua contaminada con materia fecal. La infeccion afecta fundamentalmente a la
poblacion infantil, tanto por la falta de hdabitos de higiene frecuentes, como por los
habitos relacionados directamente a su desarrollo. Entre éstos se destaca el juego grupal
en recintos reducidos y/o areas susceptibles de contaminacion como los areneros
presentes en plazas y escuelas (Adam, 2001). En nuestro pais, la recopilacién de estudios
aislados reveld una prevalencia de giardiasis de entre 25 y 50% de la poblacién infantil.

La presencia de Giardia no siempre se traduce en el desarrollo de la enfermedad,
pudiendo la misma presentarse desde casos asintomaticos, a infecciones agudas o
crénicas. La duracién de la infeccion fluctia, ademas, entre distintos hospedadores, vy el
periodo de incubacion varia entre 9 a 15 dias. Se han identificado multiples factores que
podrian ser responsables de esta desigualdad en la presentacién de la infeccién. Estos
incluyen: la virulencia de la cepa infectante, la dosis y la edad del hospedador y sus
caracteristicas nutricionales e inmunolégicas al momento de la infeccién (Davids et al.,
2006). En este sentido, resultan particularmente susceptibles al contagio los individuos
inmunodeficientes, como los portadores de VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana),
donde la infeccién se desarrolla en general como un proceso crénico (Adam, 2001).

Los sintomas mas frecuentes de la giardiasis aguda son dolor abdominal, diarrea,
nauseas y pérdida de peso (Adam, 2001; Ankarklev et al., 2010). Aunque en la mayoria de
los casos la infeccidn se resuelve espontdneamente, una proporcién de pacientes (entre el

30-50%) puede desarrollar giardiasis crénica; presentando dos o mds afios de diarreas
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intermitentes acompafiadas de debilidad, dolor de cabeza, deshidratacién, pérdida
continua de peso (Thompson et al., 1993), anorexia y mala absorcidon (Thompson et al.,
1993; Adam, 2001). La mala absorcién intestinal conduce generalmente a una insuficiencia
nutricional (Korman et al., 1992), que influye en el desarrollo fisico e intelectual del
individuo, pudiendo causar un retardo en el crecimiento en los nifios, ain en ausencia de
sintomas gastrointestinales (Fraser et al., 2000). Urticaria, colecistitis, pancreatitis y
sindrome de Chron son algunas de las enfermedades que pueden desarrollarse durante o
después de la infeccion con Giardia (Fraser et al., 1997; Adam, 2001).

Hasta el momento, no han podido dilucidarse los mecanismos por los que el
pardsito altera el funcionamiento intestinal produciendo diarrea y mala absorcién
(Thompson and Meloni, 1993). Sin embargo, se ha sugerido que Giardia produce
obstruccion mecanica de la mucosa intestinal impidiendo la absorcién de nutrientes.
Estudios histolégicos de la mucosa del duodeno y yeyuno de personas infectadas
asintomaticas (portadores sanos) habitualmente no muestran anormalidades. Personas
sintomaticas, sin embargo, manifiestan atrofia de las vellosidades intestinales, dafo
epitelial e infiltracién de la lamina propia por células plasmaticas, linfocitos y macréfagos
(Meyer and Radulescu, 1979). El hospedador posee barreras naturales para evitar la
infeccion por Giardia que incluyen: el pH, la tensién de oxigeno, el potencial redox y la
disponibilidad de nutrientes, como asi también: la flora normal bacteriana (Perez et al.,
2001), la capa mucosa del intestino (Roskens and Erlandsen, 2002), las defensinas
liberadas por las células de Paneth (Aley et al., 1994; Eckmann, 2003) y las proteasas
intestinales (Nash et al., 1991; Papanastasiou et al., 1997). A su vez, se genera una
respuesta inmune innata que, a pesar de ser inespecifica, es rapida y parcialmente
efectiva (Nash et al., 1990b). El Oxido Nitrico (ON) es un radical libre altamente reactivo y
antimicrobiano para un amplio rango de bacterias y parasitos patégenos. Se ha
demostrado que la produccién de ON por los enterocitos altera, por un mecanismo
desconocido, el ciclo de vida de Giardia, aunque no afecta la viabilidad del parasito

(Kukuruzovic et al., 2002). El desarrollo de la respuesta inmune adquirida, tanto celular
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como humoral, es la que conlleva a la eliminacién del pardsito en un periodo que varia
entre 15 y 20 dias (Nash, 2001).

Hasta el presente, el control de la giardiasis se haya limitado al tratamiento
quimioterapéutico a través de medicamentos derivados de la familia del 5-nitroimidazol
como el metronidazol (Flagyl®), el mebendazol/trinisazol (TRUcompuesto®) y la
furasolidona (Furoxone®) que funcionan generando radicales libres téxicos para las células
(Gardner and Hill, 2001). Aunque efectivas en un 85% y 95% para resolver la enfermedad,
estas drogas presentan diversos efectos colaterales como el sabor metdlico, molestia
abdominal, dolor de cabeza (Upcroft et al., 1990) e incluso se han informado efectos
carcinogénicos en animales de experimentaciéon (Goldman et al., 1980). Otras drogas de
uso comun como el benzemidazol y albendazol, desestabilizan el citoesqueleto del
parasito. Estos medicamentos resultan econdmicos y parcialmente efectivos para el
tratamiento de la giardiasis, pero su utilizacién ha sido cuestionada por los efectos
colaterales observados en los pacientes y por la generacién de cepas resistentes a largo

plazo en reiterados casos clinicos (Lalle, 2010).

1.3. Giardia

1.3.1. Ubicacidon Taxondmica y Evolucion

Giardia fue descubierta en 1681 por el cientifico holandés Anton Van Leewenhoek,
descripta detalladamente por Vilem Dusan Lambl recién en 1859, y reconocida como
género por Kunstlerm en 1882 (Feely and Erlandsen, 1981) incluyendo a todos los
organismos comprendidos taxondmicamente en el Philum Metamonada (Cavalier-Smith,
1981), Subphilum Trichozoa (Cavalier-Smith and Chao, 1996; Cavalier-Smith, 1998;
Cavalier-Smith, 2003), Superclase Eopharyngia, Clase Diplomonada, Subclase Diplozoa,
Orden Giardiida (Cavalier-Smith and Chao, 1996), Familia Giardiidae (Cavalier-Smith,
2003), de acuerdo a los criterios sistematicos basados en genética, estructura y

bioquimica.
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Dentro de los protozoarios, Giardia pertenece al grupo de los diplomonadidos,
organismos de ambientes anaerdbicos o microaerofilicos descriptos como verdaderos
“fésiles vivientes” por la presencia de un cdédigo genético diferencial, la pérdida de una
mitocondria aerdbica y un aparato de Golgi tipico y la conservacién de ciertas
caracteristicas propias de bacterias y arqueobacterias, como por ejemplo la presencia de
enzimas metabdlicas bacterianas. Estudios de comparacién de ARN nucleolares pequefios
de Arqueas y eucariotas unicelulares, ubican taxonémicamente a Giardia dentro de la
rama Excavata, cerca del punto de divergencia entre bacterias y eucariotas, y la definen
como una célula eucariota ancestral (Wielinga and Thompson, 2007; Dacks et al., 2008;
Ankarklev et al., 2010); condicidn confirmada por los andlisis filogenéticos de los genes
gue codifican la subunidad menor de los ribosomas, la ATPasa vacuolar y los factores de
elongacion EF-1 y EF-2 (del inglés, Factor Elongation 1 and 2) (Sogin et al., 1989;
Hashimoto et al., 1994; Hashimoto et al., 1995; Baldauf et al., 2000). Estos hallazgos
reflejan, para algunos autores, la adaptacién a un ambiente microaerofilico mds que una
divergencia temprana en la evolucion (Hashimoto et al., 1998; Landweber and Katz, 1998;
Roger et al., 1998; Smith et al., 1998; Andersson et al., 2003). Aun discutida su condicién
de célula eucariota ancestral y simple, o de eucariota complejo derivado de eventos de
evolucidn reductiva, la simplicidad y reduccién de los sistemas eucariotas estandares
presentes en Giardia acrecientan su importancia como sistema modelo para el estudio de

la maquinaria macromolecular de eucariotas (Gillin et al., 1996; Lujan et al., 1997).

1.3.2. Nomenclatura

Una apropiada clasificacién para las especies de Giardia resulta critica para la
comprension de la patogénesis y epidemiologia de la infeccién. Inicialmente, el género
Giardia fue dividido en especies en base al hospedador original del patdégeno. No
obstante, la presencia de parasitos morfolégicamente idénticos obtenidos de diferentes
especies animales, demostré la necesidad de complementar los estudios para su
clasificacién. Asi, por ensayos de microscopia Optica y microscopia electrdnica, se
identificaron seis especies con caracteristicas celulares y formas diferentes (Adam, 2001).
Cinco de ellas representan aislados especificos de anfibios (G. agilis), aves (G. ardeae, G.
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psittaci), ratas y ratones (G. muris) y ratén de campo (G. microti) (McRoberts et al., 1996;
Adam, 2001; Lalle et al., 2005). La sexta especie, en tanto, afecta un amplio rango de
mamiferos hospedadores, incluyendo al hombre, y fue denominada G. duodenalis (idem
intestinalis, lamblia) por Filice en 1952 (Wielinga and Thompson, 2007). Aun cuando en la
actualidad no se haya establecido un criterio que avale el uso de uno u otro nombre, el
término de Giardia lamblia, introducido en 1915 por Charles Wardell Stiles y sus
colaboradores, es el empleado en la mayoria de los trabajos cientificos y resultara la
denominacion empleada en este Trabajo de Tesis.

Por otra parte, han sido detectadas diferencias sustanciales en la secuencia de
genes que codifican para las diversas enzimas y proteinas dentro de la misma especie G.
lamblia, dando origen a una nueva nomenclatura que agrupa a genotipos cercanos en
grupos genéticos o ensamblajes, luego de que diversos estudios filogenéticos eliminaran
la posibilidad de que estas diferencias se debieran a heterogeneidad entre copias del gen
0 a variaciones intragenotipicas (Monis et al., 2003). Se definieron entonces los grupos A,
B, C, D, E, F, G y H, demostrandose por estudios moleculares que la mayoria de los
genotipos presentan diferentes preferencias por los hospedadores (Tabla 1.1) (Thompson

et al., 2000; Monis et al., 2003).

Tabla 1.1: Grupos genéticos de Giardia y sus hospedadores

Grupo Hospedador/es

A Humanos, Perros, Gatos, Ovinos, Porcinos, Chinchillas, Bovinos, Caballos, Castores, Alpaca
Humanos, Perros, Ratas, Ratones, Chinchillas, Castores
Perros

Perros

m O O W

Bovinos, Porcinos, Ovinos

m

Gatos
Ratas

Focas, Gaviotas

De los grupos A y B que infectan humanos, los aislados pertenecientes al grupo A
han sido los mas estudiados a nivel celular y molecular; en tanto, los aislados

pertenecientes al grupo B presentan mayor prevalencia a nivel mundial (Caccio et al.,
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2008). De ambos grupos, sélo dos aislados se han establecido en cultivos in vitro, uno de
ellos se obtuvo de un paciente infectado en Afganistan (cepa WB, grupo A) y el otro
proviene de Alaska (cepa GS, grupo B). A su vez, se puede cultivar in vitro la cepa P15, del
grupo E. A lo largo del tiempo se han observado claras diferencias entre los grupos Ay B,
como la capacidad de proliferar y de formar quistes in vitro y la capacidad de generar
infecciones en ratones. Se han informado también diferencias bioquimicas y relacionadas
a los sintomas clinicos que ambas cepas (WB y GS) producen. Desde hace varios afios se
pretende establecer una relacién entre virulencia (y por lo tanto severidad de la infeccion)
y la presencia de una determinada cepa de Giardia. Sin embargo, hasta el momento los
resultados son contradictorios debido, en parte, a la escasez de datos publicados y a la
falta de genotipificacién de las cepas en casos de giardiasis (Mahbubani et al., 1992;
Homan et al., 1998; Hopkins et al., 1999; Monis et al., 1999; Sulaiman et al., 1999;
Mclintyre et al., 2000; Amar et al., 2002; Caccio et al., 2002). Hace unos afos se secuencio
completamente el genoma de la cepa WB y recientemente el de la cepa GS, compartiendo
ambas un 85% aproximadamente de similitud en sus genomas. Todos estos hallazgos han
llevado a plantear si ambos genotipos pertenecen o no a la misma especie, una

discrepancia que, hasta el momento, no ha sido resuelta (Wielinga and Thompson, 2007).

1.3.3. Biologia Celular: Caracteristicas Morfoldgicas Generales de Giardia

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

(Panel izquierdo) (Adam, 2001).
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Figura 1.1: El trofozoito y quiste de Giardia
lamblia. Microscopia electrénica de barrido
mostrando a la derecha un trofozoito de
Giardia (vista dorsal) y a la izquierda la
forma quistica. Escala: 5 um.

Giardia no requiere hospedador intermedio ni posee reproduccién sexual, siendo

su ciclo de vida tan simple que en la actualidad es posible reproducirlo enteramente in

vitro (cultivo axénico), imitando los estimulos fisioldgicos caracteristicos del hospedador

(Boucher and Gillin, 1990). Esta herramienta representa un instrumento util no sélo para

estudiar procesos generales de la diferenciacion celular, sino también mecanismos de

adaptacion desarrollados por Giardia y otros parasitos intestinales que manifiestan

conductas similares.

1.3.3.1. El Trofozoito

El trofozoito de Giardia mide de 9 a 15 um de
largo y de 5 a 9 um de ancho y es de morfologia
piriforme, como se muestra en el esquema, convexo
dorsalmente y con una concavidad ventral,
presentando simetria bilateral. Posee dos nucleos
ovoides y diploides con membrana nuclear, sin
nucléolos distinguibles morfolégicamente. Los
nucleos localizan anteriormente, son simétricos y se

sitan a cada lado de la linea media, con respecto al

eje longitudinal. Ambos nucleos son transcripcionalmente activos (Bingham et al., 1979;

Yu et al.,, 2002) y contienen la misma cantidad de ADN y el mismo nimero de genes y
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cromosomas (cinco principales), aunque algunos estudios sugieren diferencias entre ellos

(Ankarklev et al., 2010).

/\ El citoesqueleto de Giardia se encuentra

formado por estructuras microtubulares vy
constituye un factor determinante en la virulencia
del parasito, interviniendo en funciones como
locomocion, adhesidon celular, mantenimiento de la
morfologia celular y replicacion. Como se muestra

en el esquema, incluye cuatro pares de flagelos, un

disco ventral, un cuerpo medio y una estructura

denominada funis. Los flagelos y el disco ventral se
componen de proteinas tipicas del citoesqueleto, como las a y B tubulinas y proteinas
acidicas con un alto contenido de a-hélices, conocidas como giardinas (a, B, v, 6 giardinas)
que son caracteristicas de las especies de Giardia. Los cuatro pares de flagelos (en color
azul en el esquema) se extienden desde los granulos basales ubicados en el polo anterior
entre los dos nucleos y emergen adquiriendo las posiciones anterior, posterior-lateral,
caudal y ventral. Su funcidn es otorgar motilidad al pardsito, permitiéndole movilizarse
dentro de la cavidad intestinal (EImendorf et al., 2003). Ademas, se sugiere que pueden
ser importantes durante el desenquistamiento, ya que son las primeras estructuras que
emergen del quiste (Buchel et al., 1987). El disco ventral o adhesivo (en color rojo en el
esquema) es una estructura céncava, con un ancho de 0.4 mm, que media la unién
mecanica no sélo a la pared intestinal sino también a la superficie del contenedor utilizado
para el cultivo axénico. Como tal, se halla constituido por proteinas contractiles como a-
tubulina, B-tubulina, actina, a-actinina, miosina, tropomiosina (Feely et al.,, 1982) vy
giardinas (Peattie et al., 1989). En la Figura 1.2 se observa una Inmunofluorescencia (IF)
del disco ventral utilizando un anticuerpo monoclonal (Acm) dirigido contra B-giardina en

trofozoitos en crecimiento (Figura 1.2A). El parasito se fija a las microvellosidades
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intestinales a través de la contraccidon y la presidn negativa que generan estas proteinas

dentro del disco ventral (Figura 1.2By C) (Adam, 2001).

Figura 1.2: El disco ventral en Giardia lamblia. A: Microfotografia que muestra la inmunotincién de la proteina B-
giardina utilizando el Acm 5G8 y un Ac secundario marcado con FITC. Escala: 5 pm. B: Esquema que muestra la
adhesion del trofozoito a través del disco ventral (en rojo) a la superficie apical de los enterocitos (en gris). C:
Microscopia electrdnica de barrido mostrando la adhesidn de los trofozoitos al epitelio intestinal. Escala: 5 um.

Ademas de su funcidn en la adhesién celular, recientemente se propuso que el
disco ventral también estaria involucrado en el proceso de cariocinesis durante la divisién
celular de Giardia (Solari et al., 2003; Benchimol, 2004). El cuerpo medio (en color verde
en el esquema) se localiza en la linea media del trofozoito siendo una estructura
microtubular Unica del género Giardia. Su morfologia ayuda a definir diferentes especies,
utilizdndose como herramienta taxondmica. Aunque su funcién es todavia desconocida se
sugiere que podria estar relacionada a la progénesis del disco ventral (Campanati et al.,
2003; Benchimol, 2004). El funis (en color amarillo en el esquema) es una estructura
compuesta de dos bandas de microtubulos y axonemas, que se asemeja al axostilo de
otros parasitos y emerge de los axonemas de los flagelos caudales extendiéndose hasta la
porcidn posterior de la célula. Actualmente se propone que esta estructura es la

responsable del movimiento caudal lateral de G. lamblia (Benchimol et al., 2004).

17




Capitulo 1: Introduccién General

/X G. lamblia presenta un sistema de

endomembranas atipico (Gillin et al., 1996; Lujan

f\ L and Touz, 2003), caracterizado por la presencia de
Reticulo Endoplasmico (RE) y vacuolas periféricas

(PVs del inglés, Peripheral Vacuoles) y por la

ausencia de otras organelas tipicas de eucariotas

superiores como por ejemplo endosomas,

lisosomas, mitocondrias, peroxisomas y aparato de
Golgi. Las PVs (circulos de color naranja en el esquema) se ubican en la periferia de los
trofozoitos y son compartimientos acidicos con actividad hidrolitica. La propiedad de estas
vesiculas periféricas de acumular macromoléculas exégenas y enzimas hidroliticas sugiere
que este parasito posee un sistema endosomal/lisosomal representado en esta ultima
organela (Lanfredi-Rangel et al., 1998; Rivero et al., 2010). Las enzimas hidroliticas
presentes en estas vesiculas no sélo cumplen un rol en la subsistencia del parasito sino
gue también participan en distintos procesos como el desenquistamiento (Slavin et al.,
2002) o el procesamiento de proteinas para la formacién de la pared del quiste (Touz et
al., 2002), siendo estas organelas fundamentales para que se complete el ciclo de vida del
parasito.
La superficie del trofozoito de Giardia (incluyendo los flagelos y el disco ventral) se
encuentra completamente cubierta por un miembro perteneciente a una familia de
proteinas ricas en cisteinas denominadas VSPs (del inglés, Variant- Specific Surface

Proteins) (Pimenta et al., 1991; Nash and Mowatt, 1992; Nash, 1997; Prucca and Lujan,

~

Figura 1.3: VSPs. Microfotografia
de Inmunofluorescencia Indirecta
(IF1) realizada en trofozoitos de
Giardia incubados con el Acm anti-
VSP9B10, revelado con un Ac
secundario marcado con Texas Red
(en rojo). Escala: 5 um

2009) (Figura 1.3).

-

J
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A pesar de mostrar gran variabilidad en su masa
molecular, de entre 22 y 200 kDa (Nash and Mowatt, 1992;
Prucca and Lujan, 2009), todas las VSPs son proteinas
~DE integrales de membrana y cubren la superficie del pardsito
formando una verdadera interface entre éste y el medio

extracelular (Pimenta et al., 1991; Prucca and Lujan, 2009).

Estructuralmente, las VSPs se caracterizan por poseer un

= TM
extremo N-terminal expuesto al medio extracelular (DE:
Cisteina @
Arginina Dominio Extracelular en la representacion grafica), altamente
Glicina
Lisina variable entre los miembros de la familia y rico en cisteinas
Alanina @

(motivos CXXC) con capacidad de unir zinc y hierro (Adam,
2001; Prucca and Lujan, 2009). Por el contrario, el dominio C-terminal de
aproximadamente 38 aminoacidos es muy conservado entre las VSPs, presentando un
segmento hidrofébico que le permite anclarse a la membrana plasmatica (TM: Dominio
Transmembrana) (Mowatt et al., 1991; Prucca and Lujan, 2009), y un extremo citosdlico
invariable compuesto por sélo 5 aminodacidos: Cisteina (C), Arginina (R), Glicina (G), Lisina
(K) y Alanina (A) (Nash and Mowatt, 1992; Prucca and Lujan, 2009) y una sefial de
poliadenilacién (Mowatt et al., 1991; Nash and Mowatt, 1992; Zhang et al., 1993). A pesar
de la conservacion en la estructura primaria del tallo citosélico, el repertorio de VSPs
difiere ampliamente entre los grupos de Giardia, afiadiendo diversidad antigénica a la
variedad de hospedadores (Nash and Mowatt, 1992) y, aunque extensos datos revelan la
caracterizacidon estructural de las VSPs, pocos estudios han logrado relacionar estas

caracteristicas con la biologia del parasito.

1.3.3.2. El Quiste

El quiste de Giardia es una estructura de morfologia elipsoidal con 9 a 12 um de
longitud por 5 a 8 um de ancho, caracterizado por la presencia de una pared quistica
refractil de 0,3 a 0,5 um de espesor adosada a la membrana plasmatica, y constituida por
proteinas y filamentos de carbohidratos (Jarroll et al., 1989; Manning et al., 1992). En su

interior, el quiste contiene: cuatro nucleos, restos de flagelos, vesiculas periféricas,
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cuerpos basales y los axonemas de los flagelos, como asi también el axostilo asociado con
el flagelo caudal, fragmentos cortos del RE, cuerpo medio y porciones fragmentadas del
disco ventral (Loftness et al.,, 1984). La pared del quiste consiste de una capa externa
filamentosa de aproximadamente de 7 a 20 nm de espesor que envuelve una doble
membrana interna, separadas entre si por el espacio periplasmico (Erlandsen et al., 1989).
Esta pared hace que el quiste sea selectivamente permeable, otorgandole resistencia a
condiciones ambientales adversas y permitiéndole persistir en agua fresca, resistir
desinfectantes y atravesar el estdmago de los hospedadores. La red filamentosa impide el
pasaje de grandes moléculas, mientras que las membranas controlan el ingreso de las
pequefias haciendo de la pared del quiste una estructura con permeabilidad selectiva
(Adam, 2001). Analisis bioquimicos de la capa filamentosa demuestran que se haya
constituida por proteinas (37%) y carbohidratos (63%), siendo el azicar predominante un
homopolimero de N-acetil-galactosamina (B(1,3)-D-GalNAc) (Jarroll et al., 1989; Manning
et al., 1992). En cuanto a las proteinas que forman la pared quistica, hasta el momento se
han descripto cuatro polipéptidos: tres de ellos se conocen con el nombre de CWPs (del
inglés, Cyst Wall Proteins) y, el otro, una proteina de superficie rica en cisteina, tipo
proteina variable de superficie, denominado HCNCp (del inglés, High Cysteine Non-variant
Cyst protein) (Lujan et al., 1995b; Mowatt et al., 1995; Sun et al., 2003; Davids et al.,
2006). Estas proteinas se encuentran ausentes en el estadio de trofozoito, y su sintesis es

regulada particularmente durante el proceso de formacidn del quiste.
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1.3.4. Ciclo de Vida de Giardia lamblia

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

La infeccidn por Giardia se inicia con la ingesta de los quistes que, por exposicion al
contenido acido del estdmago y a proteasas del duodeno, liberan los trofozoitos en un
proceso denominado desenquistamiento (Figura 1.4A.B.C) (Bernander et al., 2001). Dado
qgue de otra forma serian destruidos por el medio acido estomacal, los trofozoitos no
emergen del quiste sino hasta llegar al intestino delgado (Bingham et al., 1979), donde se
multiplican y colonizan el epitelio del yeyuno. La infeccion puede permanecer por
semanas, meses e incluso afios (Smith et al., 1983). Los trofozoitos se adhieren a los
enterocitos a través del disco ventral (Figura 1.2), causando la sintomatologia
caracteristica de la enfermedad sin disparar una respuesta inflamatoria pronunciada (Kim
et al., 2009; Ropolo and Touz, 2010). La adhesién a la superficie de las células intestinales
es crucial para que la divisidn celular, a través de fisién binaria, se lleve a cabo. Mediante
movimientos progresivos (tendiendo a rotar alrededor de su eje longitudinal), los

trofozoitos se desprenden del enterocito adhiriéndose a la superficie de otro, resultando
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este ciclo de adhesién-disociacion necesario para asegurar la colonizacion del epitelio
intestinal del hospedador (EImendorf et al., 2003). Un mecanismo clave que le permite al
trofozoito permanecer en el intestino, evadiendo la respuesta inmune humoral es el
proceso de variacidon antigénica (ver en detalle mds abajo). Luego de un periodo de
tiempo variable, algunos de estos parasitos descienden por el tracto intestinal,
disparandose en las porciones mas bajas del yeyuno su diferenciacion a quiste o
enquistamiento (Figura 1.4C.D.A) que completa asi el ciclo de vida del parasito
(Thompson, 2000). Finalmente, los quistes son liberados con las heces, donde pueden
permanecer durante meses en el estadio de latencia.

Durante todo su ciclo de vida, G. lamblia experimenta cambios bioquimicos y
morfolégicos significativos, desarrollando diversos mecanismos de adaptacion a las
diversas condiciones por las que atraviesa. Mecanismos como el desenquistamiento, la
variacion antigénica y el enquistamiento le permiten sobrevivir en condiciones altamente

desfavorables, y se describen en detalle a continuacién.

1.3.5. Mecanismos de Adaptacidn en Giardia lamblia

1.3.5.1. Desenquistamiento

Aunque poco se conoce sobre los mecanismos moleculares que lo regulan, el
desenquistamiento se origina en el estdmago del hospedador y se completa en el
intestino delgado, ocasionando la diferenciacién rapida (aproximadamente 15 min) de los

quistes a la forma vegetativa del parasito (Figura 1.5).

Figura 1.5: Estadios del
desenquistamiento en Giardia
lamblia. Ensayo de IFl en donde
se observa el proceso de
desenquistamiento de Giardia
mostrando la proteina tubulina
(en verde), los nucleos en DAPI
(del inglés, 4',6-Diamidino-2-
Phenylindole) (en azul), Ia
proteina centrina (en rojo) y la
pared del quiste (en gris)
(Carpenter et al., 2012).
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Se ha sugerido que cuando Giardia se encuentra en el estémago, genera una sefial
mediada por calcio (Ca®*) en respuesta al ambiente acidico, que es captada a través de la
pared quistica causando la respuesta molecular, estructural y fisioldgica que induce el
desenquistamiento (Bernal et al., 1998; Hetsko et al., 1998; Reiner et al., 2003). Este
estimulo, activa la liberacidén de enzimas presentes en las PVs al espacio periplasmico. En
un primer paso, una fosfatasa acida que se localiza en las PVs desfosforila las CWPs (Slavin
et al., 2002) para luego permitir la accién de proteasas intestinales y la digestiéon de la
pared quistica (Ward et al., 1997). Luego de la ruptura de la pared del quiste, se produce
la separacion del espacio periplasmico de la cara preventral del trofozoito emergente
(Figura 1.5A), y la salida del flagelo (a través de uno de los polos de la pared del quiste)
gue es seguida por la del trofozoito entero (Figura 1.5B). La cariocinesis ocurre durante el
desenquistamiento, razén por la cual el trofozoito emergente posee cuatro nucleos
(Figura 1.5C). En el paso final, el trofozoito sufre una citocinesis dando lugar a dos células
formadas a partir de un Unico quiste (Figura 1.5D), que emergen de la pared quistica
degradada mediante rdpidos movimientos de su cuerpo celular y de los ocho flagelos
(Boucher and Gillin, 1990). Inmediatamente después de la liberacidon, los trofozoitos
sufren divisiones sucesivas, se adhieren al epitelio intestinal y colonizan el intestino
delgado. Las sefiales de Ca®' junto a la fosforilacion y desfosforilacién de proteinas,
representan actores claves en la coordinacion del proceso de desenquistamiento (Reiner

et al., 2003).

1.3.5.2. Variacion Antigénica

En Giardia, la Variacion Antigénica (VA) involucra el continuo cambio de antigenos
de superficie altamente inmunogénicos con el fin de confrontar el ambiente hostil del
intestino superior (Nash et al., 2001; Prucca and Lujan, 2009), diversificar la infeccion a un
amplio rango de hospedadores (Nash, 2002; Prucca and Lujan, 2009) y evadir la respuesta
inmune del hospedador (Pimenta et al.,, 1991; Nash, 1997; Prucca and Lujan, 2009),
causando infecciones crdonicas y recurrentes. Inicialmente la VA fue descripta como un
fenémeno in vitro (Nash and Keister, 1985; Nash and Aggarwal, 1986; Muller and

Gottstein, 1998; Prucca and Lujan, 2009), observandose luego en infecciones humanas y
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animales de laboratorio (Nash et al., 1988; Nash et al., 1990a; Muller and Gottstein, 1998).
Se demostré asi, que utilizando un Acm dirigido hacia una determinada VSP sélo una parte
de la poblacidn de trofozoitos da reaccién positiva, mostrando otra poblacidn ausencia de

marcacién debido a que expresan otra VSP en su superficie (Figura 1.6).

Figura 1.6. Variacion Antigénica en Giardia lamblia. Ensayo de IFl mostrando la expresion de la VSP9B10 revelada con
un Ac secundario marcado con FITC (en verde), en algunos de los trofozoitos de una poblacion de la cepa WB. En azul:
DAPI. Escala: 10um

En la mayoria de los microorganismos pardsitos el proceso de VA se asocia
principalmente con la evasion de la respuesta inmune. En numerosos trabajos realizados
tanto en pacientes como en animales de experimentacidén infectados con Giardia, se
observé que la presencia de anticuerpos dirigidos contra las VSPs es de suma importancia,
principalmente en las primeras etapas de la respuesta inmune, aunque se ha informado
gue son prescindibles para la resolucién de la infeccién (Singer et al., 2001). Se ha
descripto ademds que la VA ocurre incluso en ausencia de presién inmunolégica (Nash,
2002; Prucca and Lujan, 2009), sugiriendo que este proceso es determinado
genéticamente (Prucca and Lujan, 2009). En estudios in vivo a través de infecciones con
una cepa clonal de Giardia lamblia en animales inmunocompetentes, se observd un
cambio en la proteina expresada en superficie concomitantemente con la aparicidén en

suero de anticuerpos contra la VSP de la cepa inmunizante. En el caso de infecciones en
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animales inmunodeprimidos, sin embargo, no se observd VA de los trofozoitos en el
intestino delgado, incluso luego de varias semanas posteriores a la infeccién (Stager and
Muller, 1997; Singer and Nash, 2000). Coincidente con estos resultados, se demostré en
ensayos in vitro, que la VA depende de la concentracion de anticuerpos que se agregue en
los cultivos de Giardia (Nash and Aggarwal, 1986). De este modo, se observd que altas
concentraciones de anticuerpos generan una inmediata inmovilizacién, seguida del
desprendimiento y agregacion de de la poblacidon inmunoreactiva, y el desarrollo de una
nueva poblacidn de células sobrevivientes al efecto citotdxico que expresa un antigeno de
superficie diferente (Nash and Aggarwal, 1986; Prucca and Lujan, 2009). Sin embargo,
concentraciones de anticuerpos moderadas o bajas, no producen citotoxicidad pero
inducen el proceso de VA, reemplazandose la VSP expresada en la superficie del trofozoito
por otra antigénicamente diferente (Nash and Aggarwal, 1986).

En los ultimos 20 afios, varios laboratorios han hecho grandes esfuerzos por
esclarecer los mecanismos que regulan la VA en G. lamblia. Los primeros estudios se
basaron en la premisa de que el cambio de expresidén de los genes que codifican VSPs se
realizaba en la fase de trascripcion y en regiones o dominios reguladores con la
informacién necesaria para la expresion diferencial de estos genes (Adam, 2001). No
obstante, se encontré que muchos de los genes que codifican para VSPs no poseen esas
regiones reguladoras o muestran una gran variabilidad en las mismas, impidiendo una
regulacién a nivel transcripcional. Recientemente, se propuso que el control de la
expresion de las VSPs seria post-transcripcional involucrando un mecanismo similar al ARN
de interferencia. En células eucariotas, se demostré que la generacién de un ARN anti-
sentido homdlogo a la secuencia a silenciar, conduce a la formacién de ARN de doble
hebra que es rdpidamente degradado por una ARNasa especifica, impidiendo Ia
transcripcion del gen en cuestion y la expresidn de la proteina asociada. Para el caso de
Giardia, se encontrd que todas las VSPs son transcriptas al mismo tiempo y que la enzima
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP del inglés, RNA- dependent-RNA Polymerase)
genera ARNs antisentidos homdlogos a las secuencias de ARN de las VSPs, y capaces de

formar ARNs de doble hebra posteriormente reconocidos por las enzimas ARN helicasa y
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Dicer, y clivados en fragmentos de 22 a 25 nucledtidos de largo (ARNs cortos). Aun falta
determinar de qué manera soélo un transcripto evade este mecanismo de ARN de
interferencia, postuldndose que la VSP que posee mayor concentracién citoplasmatica es
capaz de superar este mecanismo de “control” y evadir el silenciamiento, para ser

traducida y expresada en la superficie del parasito (Prucca and Lujan, 2009).

1.3.5.3. Enquistamiento

El enquistamiento consiste, en términos generales, en la transformacion gradual
del trofozoito movil, binucleado y de forma piriforme a la forma inmovil, tetranucleada y
ovalada del quiste (Gottig et al., 2006; Lauwaet et al., 2007). Esta transformacién puede
ser reproducida in vitro tan sdélo por el cambio en el medio de cultivo (Gillin et al., 1987),
lo que permite utilizar a este mecanismo como modelo experimental para estudiar los
eventos bioquimicos y genéticos fundamentales de la diferenciacién celular y del trafico
vesicular de células eucariotas. El enquistamiento de G. lamblia involucra la sintesis de las
proteinas CWPs que, luego de ser transportadas en vesiculas de enquistamiento (ESVs del
inglés, Encystation Specific Vesicles) hacia la membrana plasmatica, se liberan por un
mecanismo de exocitosis para formar la pared del quiste (Adam, 2001). Se han descripto
tres fases claramente distinguibles en el proceso, e involucran: (a) la recepcion del
estimulo de enquistamiento, el envio de la sefial a los nucleos y la activacién de genes
especificos, (b) la sintesis de componentes de la pared del quiste y la biogénesis de
organelas secretoras necesarias para el transporte de estos componentes, (c) el
ensamblado de materiales para formar la pared extracelular. En los préximos parrafos se
describen cada uno de estos mecanismos en detalle.

a) Recepcion del estimulo de enquistamiento, envio de la sefial a los nucleos y
activacion de genes especificos:

La privaciéon de colesterol es necesaria y suficiente para iniciar el proceso de
enquistamiento en Giardia. Este pardsito no puede sintetizar colesterol de novo y debe
incorporarlo del intestino delgado del hospedador. Debido a que el éste absorbe casi por
completo este lipido en el yeyuno e ileon, la concentracidon de colesterol va disminuyendo

a lo largo del tracto intestinal, que sensada por el pardsito genera una sefnal que dispara el
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proceso de enquistamiento (Lujan et al., 1996a). Se ha encontrado que las sales biliares
también inducen el proceso de diferenciacion a quiste en Giardia, aunque por un
mecanismo indirecto debido a que forman micelas estables con el colesterol, reduciendo
aun mas la disponibilidad del lipido para el parasito. Aln cuando todavia se desconoce de
gué manera Giardia detecta los bajos niveles de colesterol y cdmo esta seial se traduce
en una regulacion de los genes especificos del enquistamiento, es posible que un cambio
en la fluidez de la membrana modifique la actividad de enzimas ancladas a la misma,
produciendo la activacion de vias de transduccion de sefiales especificas hacia los nucleos
(Lujan et al., 1997).

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

Las proteinas que han sido caracterizadas como formadores de la pared del quiste
son los tres miembros de la familia de las CWPs, la proteina HCNCp y, mas recientemente,
una familia de proteinas denominadas EGFCP (del inglés, Epidermal Growth Factor (EGF) -
like Cyst Protein) (Chiu et al., 2010). Se ha determinado que la expresion de estas
proteinas aumenta considerablemente cuando los trofozoitos son inducidos a enquistarse
(Gottig et al., 2006). El enquistamiento involucra, ademas, una serie de cambios
morfoldgicos en los trofozoitos que pierden su capacidad de adhesion, se redondean y se
cargan de ESVs. Estas vesiculas, ausentes en trofozoitos en crecimiento, son granulos
electrodensos formados de novo, grandes y morfolégicamente irregulares, que
transportan las proteinas del enquistamiento y polisacaridos liberados luego al exterior
para constituir la pared del quiste (Faubert et al., 1991; Gottig et al., 2006; Touz et al.,
2008).

CWP1, CWP2 y CWP3 son proteinas acidas de 26, 39 y 27 kDa, respectivamente; y a
nivel estructural, se caracterizan por presentar un péptido sefial N-terminal hidrofdbico
que dirige las proteinas al RE y de alli a la via secretora (Hehl et al., 2000; Sun and Soutar,
2003). La region central de las CWPs contienen repeticiones adyacentes ricas en leucina
(LRRs del inglés, Leucine-Rich Repeats) asociadas a interacciones proteina-proteina que

serian necesarias para el ingreso de las CWPs a las ESVs y para su incorporacion a la pared
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del quiste (Lujan et al., 1995a). En su extremo C-terminal, las CWPs presentan un dominio
rico en cisteinas, que participa en la formacidon de puentes disulfuro y permite la
formacién de oligdmeros entre ellas (Lujan et al., 1995b). Una caracteristica diferencial de
la CWP2 es la presencia de una extension C-terminal basica, de 121 residuos de
aminodcidos (13 kDa), que es clivada proteoliticamente antes del ensamble de la pared
del quiste (Gottig et al., 2006).

La expresion de las CWPs incrementa inmediatamente después de la induccion del
enquistamiento (Mowatt et al., 1995) al igual que otras proteinas como la glucosamina-6-
fosfato isomerasa (G6PI del inglés, Glucosamine 6 Phosphate Isomerase), involucrada en la
biosintesis del carbohidrato B(1,3)-D-GalNAc (Knodler et al., 1999) y la proteina BiP (del
inglés, Inmunoglobulin heavy chain-Binding Protein) (Lujan et al., 1996b; Kim et al., 2009).
Se han descripto, ademas, varios factores de transcripcion involucrados en la regulacién
del enquistamiento, cuya expresion también aumenta durante el proceso, aun cuando
resta dilucidar de qué manera se produce la cascada que activa la transcripciéon génica.
Estos factores de transcripcion son andlogos a los involucrados en la diferenciacion y
regulacién del ciclo celular de células eucariotas superiores, e incluyen al Myb2 (del inglés,
Myeloblastosis-related transcription factors); WRKY, Pax (del inglés, Paired Box), E2F1, la
enzima Topoisomerasa Il (Topo), ARID (del inglés, AT-rich interaction domain) y GARP (del
inglés, Golden Arabidopsis response Regulator Protein) (Figura 1.7). Myb2 es capaz de
unirse a regiones promotoras de los genes cwpl, cwp2, cwp3, gbpi y a su propio
promotor, y se ha demostrado que WRKY, Pax, E2F1 y TOPO se unen a regiones
promotoras de los genes de cwps y al promotor de myb2. WRKY también se une a su
propio promotor, en tanto ARID y GARP se expresan durante el crecimiento y
enquistamiento, incrementando su expresién muy levemente durante el proceso de

diferenciacién a quiste, poniendo en duda su participacion al respecto.
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Se propone, ademas, que debido a que la transcripcidon en Giardia es relativamente
relajada, podrian existir factores que actien como represores transcripcionales
bloqueando la expresidn de los genes especificos del enquistamiento durante el proceso
de crecimiento del parasito, debiendo escindirse del ADN al momento de la diferenciacion
a quiste. Recientemente se ha descripto que modificaciones epigenéticas como la
acetilacion/deacetilacion de histonas regulan el proceso de enquistamiento, posiblemente
alterando la accesibilidad de factores de transcripcidn como Myb2 a las regiones
promotoras de los genes especificos del enquistamiento (Sonda et al., 2010). También se
ha descripto una enzima, la Quinasa dependiente de Ciclina-2 (CDK2 del inglés, Cyclin-
Dependent Kinase 2), que mediante la fosforilacion de Myb2 induce la expresién de los
genes de las CWPs durante el enquistamiento. De esta manera, Myb2 parece representar
un factor de transcripcidn clave en la diferenciacién del parasito, teniendo ademas las
modificaciones post-traduccionales de proteinas importantes implicancias en este
proceso.

c) Ensamblado de la pared quistica:

Se postula que las proteinas formadoras de la pared del quiste son liberadas a la
periferia de los trofozoitos por las ESVs mediante exocitosis, depositandose inicialmente
en la superficie del trofozoito, mientras que los precursores de [(1,3)-D-GalNAc se

integran luego a la pared para finalmente co-polimerizarse y formar la malla fibrilar (Gillin
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et al.,, 1987; Mowatt et al., 1995). La formacion de la pared del quiste se realiza por
regiones, observandose parches de malla fibrilar dispersos en la superficie de los
trofozoitos inducidos a enquistamiento, evidentes a las 15-18h posterior a la induccién.
Estos parches aparecen al azar, se unen entre si al multiplicarse y en ocasiones se
superponen engrosando la malla fibrilar (Arguello-Garcia et al., 2002). Ensamblada la
pared del quiste, las ESVs desaparecen y dentro del quiste ocurre replicacion del ADN,
cariocinesis y una citocinesis incompleta, razén por la que cada quiste contiene en su
interior, cuatro nucleos (Gillin et al., 1987; Adam, 2001). Aunque las modificaciones post-
traduccionales de proteinas parecen desempenar un rol clave, poco se conoce acerca de
como se regula negativamente la expresién de las CWPs en esta Ultima etapa del

enquistamiento, evento necesario para que se complete exitosamente el proceso.

1.4. Modificaciones Post-traduccionales de Proteinas

La expresidon génica en eucariotas es ejecutada por un numero pequefio de
reguladores, resultando este espectro incrementado por las modificaciones post-
traduccionales de proteinas (Issar et al., 2008). Ampliamente distribuidas, y con alto grado
de conservacion en el linaje eucariota, las modificaciones post-traduccionales constituyen
procesos reversibles capaces de regular la funcién, interaccién y localizacién de proteinas
pre-existentes permitiendo a la célula responder con rapidez a una multiplicidad de

estimulos y controlando una amplia variedad de procesos celulares.

1.4.1. Deiminacion (Citrulinacion) de Proteinas

En células eucariotas, la deiminacion de
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La citrulina no es un aminodacido clasico y debe su nombre a Citrullus vulgaris, el
organismo del cual fue aislado por primera vez en 1914 (Anzilotti et al., 2010).

La ausencia de ARNs de transferencia (ARNt) para este aminodcido, explica la
presencia de residuos citrulina en una proteina como producto de una modificacion post-
traduccional que produce un aumento en la masa molecular de la proteina (de 0,984 Da),
la pérdida de una carga positiva por cada arginina modificada, el cambio de su punto
isoeléctrico (Orgovan and Noszal, 2011), y la habilidad para formar puentes de hidrégeno
e interactuar con otras proteinas (Vossenaar et al.,, 2003a; Anzilotti et al., 2010). El
reemplazo de un aminodcido cargado positivamente (arginina) por uno neutro (citrulina)
mediante la accién de PADs, induce cambios conformacionales en la proteina que llevan,
en muchos casos, a cambios en su funcidn especifica (Vossenaar et al., 2003a; Vossenaar
et al., 2003b). Aunque la reaccién quimica catalizada por las PADs es oficialmente
denominada deiminacion, suele emplearse el término citrulinacion, dado la formacién de
peptidil-citrulina como producto de la reaccidn; término que serd utilizado en el presente
manuscrito.

La citrulinacién ha sido descripta en muchos procesos fisioldgicos como apoptosis
(Liu et al., 2006), diferenciacion de los queratinocitos (Ying et al., 2009), modificacién de
histonas (Vossenaar et al., 2003b; Esposito et al., 2007) y también en patologias como
cancer (Chang and Fang, 2010), Alzheimer (Ishigami et al., 2005), glaucoma (Bhattacharya
et al.,, 2006) y en enfermedades de tipo autoinmunes como artritis reumatoidea (Van
Venrooij et al., 2004) y esclerosis multiple (Moscarello et al., 2007). A nivel molecular, se
ha demostrado que la citrulinacién influye en la interaccién proteina-proteina y en la
sefializacion celular, e interfiere con la susceptibilidad a la degradacidon proteolitica
(Tutturen et al., 2010). Aunque el rol fisiolégico de las PADs se hizo evidente debido al
efecto de inhibidores y pruebas quimicas contra estas enzimas, la comprensiéon de los
mecanismos que regulan la actividad de las PADs es menos conocido, aln cuando se sabe
que son enzimas Ca’* dependientes (Vossenaar et al., 2003b). Se postula ademas, que
factores adicionales, como por ejemplo otras modificaciones post-traduccionales, regulan

la actividad de las PADs in vivo. Esta ultima opcidn es particularmente plausible si se

31



Capitulo 1: Introduccién General

considera que numerosas proteinas de sefializacion celular se encuentran sujetas a
multiples modificaciones post-traduccionales (como fosforilacion, acetilacion vy
metilacién), que regulan las interacciones proteina-proteina, la actividad enzimatica y la
localizacion celular (Slack et al., 2011).

Las bases de datos gendmicas revelan la existencia de cinco isoformas de PADs en
mamiferos, radicando la principal diferencia entre ellas en su expresion caracteristica en
determinados tejidos. PAD1 se expresa principalmente en epidermis y Utero, y se
relaciona a la citrulinacién de la filagrina asociada a la queratina durante la diferenciaciéon
del queratinocito. PAD2 se encuentra presente fundamentalmente en musculo
esquelético, cerebro, bazo y glandulas secretorias, resultando la mielina y vimentina dos
de sus sustratos naturales. La expresién de PAD3 se restringe a los foliculos pilosos,
mostrando colocalizacion con su sustrato natural, la tricohialina. PAD4 (en ratas)/PAD5 (en
humanos) se expresa fundamentalmente en los glébulos blancos de la sangre
(granulocitos y monocitos) y es el Unico tipo de PAD que reside en el nucleo de la célula,
siendo las histonas y la proteina nucleofosmina/B23 sus sustratos principales. PAD6 se
expresa en células madre y embriones y, aunque su funcion es desconocida, se sugiere
que participa en la reorganizacidn de estas estructuras durante el desarrollo (Vossenaar et
al., 2003b).

En histonas, las modificaciones post-traduccionales como acetilacién, metilacidn,
fosforilacién, ubiquitinacién y citrulinacion, se hallan estrechamente relacionadas a la
regulacién en la transcripcién de genes, ejerciendo influencia en la regulacion de la
cromatina (Jenuwein and Allis, 2001; Margueron et al., 2005; Berger, 2007); aunque se
desconoce cémo estos cambios estructurales de la cromatina influyen de manera
especifica en esta regulacion. Muchas de las modificaciones post-traduccionales
descriptas en histonas son dindmicas, y por tanto, reversibles. Asi, los niveles de
acetilacién y fosforilacion dependen del balance entre las reacciones donde estan
involucradas acetilasas/deacetilasas y quinasas/fosfatasas, respectivamente
(Khorasanizadeh, 2004). Las histonas pueden encontrarse metiladas, tanto en las lisinas

como en las argininas, habiéndose descripto en los Ultimos afios las enzimas responsables
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de antagonizar la metilacién de histonas. Las enzimas que demetilan lisinas se denominan
Lisina-Demetilasas, e incluyen entre ellas a la LSD1/KDM1 (del inglés, Lysine-Specific
Demethylase 1) y a la familia de JMJD2 (del inglés, Jumonji domain-containing protein)
(Metzger et al., 2005; Tsukada et al., 2006; Yamane et al., 2006). Hasta el momento, se
han descripto dos enzimas que demetilan arginina, la JMJD6 que actua sobre las histonas
H3 y H4, y la PAD4 que remueve un grupo metilo (junto al grupo imino de la arginina) de
un residuo de metilarginina convirtiéndolo en un residuo citrulina (Cuthbert et al., 2004;
Wang et al., 2004), pudiendo citrulinar multiples residuos arginina en la histona H3 (R2,
R8, R17 y R26) y en la histona H4 (R3) (Wang et al., 2004). El resultado final de la
demetilacidon de histonas se relaciona con el silenciamiento en la expresién de genes
(Cuthbert et al., 2004). Asi, la metilacién de los residuos arginina y su posterior
citrulinacion por PAD4 pareceria participar en la regulacién de encendido y apagado (“on-
and-off”) del ciclo fisiolégico de la transcripcion de genes. En los ultimos afos se ha
descripto una relacion entre citrulinacion y acetilacion de histonas, observandose que
PAD4 interacciona con la enzima histona deacetilasa (HDAC), provocando una pérdida de
metilacidn en arginina, adquisicion de citrulina, deacetilacion de histonas y la liberacion de

la ARN polimerasa Il del promotor de estrégenos pS2 (Denis et al., 2009).

1.4.2. Citrulinacion de Proteinas en Giardia lamblia

La enzima Arginina Deiminasa (ADI) es una importante enzima metabdlica capaz de
convertir L-Arg en L-citrulina durante el periodo el crecimiento de Giardia lamblia. No
obstante, ADI presenta un sitio activo constituido por Cisteina (C), Histidina (H), Acido
glutdmico (E) similar al de las PADs, razén por la que se planted la posibilidad de que esta
enzima actle ademas sobre argininas presentes en péptidos (Shirai et al., 2001; Touz et
al., 2008). Considerando que Giardia muestra una reduccién de la maquinaria celular
eucariota y que posee un ciclo de vida en el cual se enfrenta a diversas situaciones de
adaptacidon, no es extrafio pensar que frente a la presidn que sufra por parte del
hospedador o del ambiente, se adapte modificando la funciéon de sus enzimas segun los

requerimientos externos.
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a) ADI como enzima metabdlica:
Giardia  utiliza la  via  Arginina
l Deshidrolasa (ADH) para la produccidon de
il energia. La via ADH fue descripta originalmente
ﬂ en procariotas y posee un rol esencial en
L-Ornitina eucariotas tempranamente divergentes como

Catb;moil-P . . . h | |
ﬂ/ b Giardia, Trichomonas, e alga verde
NH, + CO, Clamydomonas reinhardtii y Hexamita inflata.
Como se muestra en el esquema adjunto, esta
via consiste de tres etapas que involucra a tres
enzimas: Arginina Deiminasa (ADI), Ornitina
Transcarbamilasa (OTC del inglés, Ornithine

Adaptado de Rop®lo and Touz, 2010

Transcarbamoylase) y Carbamato quinasa (CK
del inglés, Carbamate Kinase), dando como resultado final la produccidon de ATP a partir
de L-Arg, como principal materia prima (Edwards et al., 1992; Bronte and Zanovello, 2005;
Ropolo and Touz, 2010).

Dos enzimas de la via, ADI y CK, son poco comunes en eucariotas y no se
encuentran presentes en animales superiores, siendo consideradas por muchos autores
como posibles blancos terapéuticos para tratar la giardiasis. En la primera etapa de la via
ADH, ADI cataliza la hidrdlisis de L-Arg a citrulina e ion amonio (Ropolo and Touz, 2010).
En mamiferos, por el contario, la L-Arg puede ser catabolizada por la Oxido Nitrico
Sintetasa (NOS del inglés, Nitric Oxide Sintase), la Arginasa (ARG), la L-Arg Glicina
Amidinotransferasa o la L-Arg Decarboxilasa. Entre ellas, las dos principales enzimas
catabdlicas son NOS y ARG. La ARG hidroliza L-Arg a L-ornitina, un precursor para la
sintesis de poliaminas y de L-prolina. Las poliaminas se encuentran involucradas en el
crecimiento y diferenciacién celular, mientras que la L-prolina afecta la produccién de
colageno (Bronte and Zanovello, 2005). Por otro lado, se han descripto tres isoformas de
NOS en mamiferos (Wu and Morris, 1998; Bogdan, 2001; Alderton et al., 2001): dos de

ellas constitutivas (endotelial y neuronal) y una inducida (iNOS) expresada principalmente
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por las células epiteliales del intestino (Salzman et al.,, 1996). Durante la reaccién
enzimatica L-Arg es metabolizada por NOS para producir L-citrulina y ON, un radical libre
altamente reactivo esencial para la funcién endotelial, antitumoral y la respuesta inmune
innata (Moncada et al., 1991; Peranzoni et al., 2007; Tripathi, 2007; Daubener et al.,
2009). El ON es, ademads, un antimicrobiano para un amplio rango de bacterias y parasitos
patégenos (James, 1995; Clark and Rockett, 1996), y posee multiples funciones incluyendo
un rol en la neurotransmisién, en la regulacion de la integridad de la barrera mucosa y del
tono muscular del intestino (Alican and Kubes, 1996). Las células epiteliales dependen de
la disponibilidad de L-Arg presente en el lumen intestinal para la produccién de ON. Sin
embargo, el sistema de transporte de arginina en el pardsito presenta una capacidad de
transporte 10 o 20 veces mas alta que la de las células epiteliales (Cendan et al., 1995;
Knodler et al., 1995; Mailliard et al., 1995; Pan and Stevens, 1995), siendo ésta la razén
por la cual los trofozoitos de Giardia pueden reducir indirectamente la produccién de ON
por parte de las células epiteliales, disminuyendo la respuesta inmune innata y facilitando

su permanencia en el intestino delgado (Eckmann et al., 2000).

b) Liberacion de ADI al medio
extracelular:

ey [AD1| Svard y colaboradores han

1-Citrulina demostrado que ADI, la enzima
—
L Oritina Enolasa y la OTC son liberadas al
medio extracelular cuando los
vV trofozoitos toman contacto con
(/)

N\ Yo . o .

A\ \ a/" células epiteliales in vitro. De esta
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Perfil de citoquinas

Adaptado de Ropolo and Touz, 2010. esquema, el consumo de L-Arg del

manera, y como se muestra en el

medio extracelular se debe, en
parte, a la incorporacion de este aminoacido por el parasito y también a la conversién de
L-Arg por la enzima ADI presente en el medio extracelular (Ringqvist et al., 2008). La

menor disponibilidad de L-Arg, para la ya descripta produccion de ON por las células
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epiteliales, afecta su proliferacion. En relacién a la respuesta inmune adaptativa, se ha
observado que el consumo de L-Arg por ADI tiene influencia en la expresiéon de las
moléculas co-estimulatorias y en el perfil de citoquinas que liberan las células dendriticas
humanas, las cuales son claves en el inicio de cualquier respuesta inmune debido a que
orquestan el tipo de respuesta que se va a generar contra el microorganismo (Eckmann et
al., 2000; Palm et al., 2003; Banik et al., 2013).

c) ADIcomo una PAD:

Hasta el momento sélo se ha descripto en Porphyromonas gingivalis (bacteria
asociada con la iniciacién y progresion de la periodontitis en adultos) una enzima capaz de
modificar tanto arginina libre como unida a péptidos (McGraw et al., 1999). Aunque no ha
sido evolutivamente relacionada a otras PADs de vertebrados, esta enzima actua de
manera independiente de Ca**, mostrando homologia con varias Arginina Deiminasas
(Shirai et al., 2001). En nuestro grupo de trabajo, exploramos la posibilidad de que ADI se
comporte como una PAD, basados en el hecho de que esta enzima colocalizé con las VSPs
en ensayos de IFl. Ensayos funcionales de citrulinacién mostraron, ademas, que ADI es
capaz de citrulinar a las VSP, y por ensayos in vitro sobre un péptido sintético conteniendo
el extremo citosdlico de las VSP (CRGKA) se demostré que esta enzima citrulina peptidil-
arginina, siendo la arginina presente en el extremo CRGKA el sitio de citrulinacién. La
citrulinacion ha sido vinculada al proceso de VA, dado que mutaciones en la arginina
causan desregulacién del cambio de una VSP por otra, en tanto que la sobre-expresion de
ADI, aumenta también la tasa de cambio de VSP, bajo la induccién mediada por
anticuerpos (Touz et al., 2008). El mecanismo por el cual ADI actua no fue descripto hasta
el momento, postuldndose su posible participacion como una molécula clave en la
sefializacion intracelular que finalmente lleva al cambio de una VSP por otra.

ADI presenta un peso molecular de aproximadamente 65 kDa. Sin embargo, se ha
observado también, en ensayos de inmunotransferencia, como una banda de mayor peso
molecular (~85 KDa) al predicho para la enzima, pudiendo explicarse este retardo
electroforético por alguna modificacién post-traduccional. Andlisis bioinformaticos, a

partir de la secuencia de la proteina, han demostrado ausencia de sitios probables de
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glicosilaciéon, miristolacién, prenilacion o unién a glicoinositolfosfolipidos en ADI,
revelando ademds varias posiciones en las que resultaria posible la fosforilacion, y la
presencia de un motivo con alta probabilidad de unién a una proteina denominada SUMO

(Touz et al., 2008).

1.4.3. SUMOilacion de Proteinas

La SUMOilacién es uno de los mas complejos e interesantes mecanismos que
regulan la funcion de proteinas en eucariotas, presentando diversas proteinas blanco y
amplias funciones celulares tales como: regulacion transcripcional (Girdwood et al., 2004),
mantenimiento de la integridad del genoma (Kim et al., 2007), transporte de proteinas
hacia el nucleo (Gill, 2004) y transduccién de sefales (Schwartz and Hochstrasser, 2003;
Seeler and Dejean, 2003; Gill, 2004), entre otras. La proteina SUMO (del inglés, Small
Ubiquitin-like Modifier) pertenece a la gran familia de modificadores relacionados a
Ubiquitina, mostrando una estructura tridimensional similar a ésta, aunque sélo posee un
18% de identidad en la secuencia de aminodcidos (Melchior, 2000). Al igual que
Ubiquitina, SUMO se sintetiza como una proteina precursora, y requiere un proceso de
maduracion que involucra SUMO proteasas (SENP del inglés, Sentrin Protease) para
exponer un motivo di-glicina (GG) en el extremo carboxilo-terminal necesario en la
conjugacioén a la proteina blanco (Figura 1.8) (Bossis and Melchior, 2006). Esta conjugacion
involucra, ademads, una cascada enzimatica en la que participan la enzima SUMO E1
(activacion), la enzima SUMO E2 o Ubc9 (conjugacion), y en algunos casos la asistencia de
una ligasa (SUMO E3) que incrementa la eficiencia de transferencia al sustrato (Gareau

and Lima, 2010).
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Maduracién Activacién / v

Enzima E1 SUMO

SUMO-G-G

Desconjugacion
Trans- esterificacion

<D

Conjugacion e

Ligasas .
Enzima E2 SUMO

S

Figura 1.8: Cascada de SUMOilacién. SUMO es expresado como un propéptido inactivo y es procesado por una proteasa
especifica (SENP) para exponer el motivo GG C-terminal requerido para la conjugacién de SUMO a sus proteinas blanco
(maduracion). SUMO maduro es luego activado por la enzima SUMO E1 (de activacidn) y es transferido a través de un
proceso de transesterificacion a SUMO E2 (de conjugacion). SUMO es luego conjugado a una K dentro de un motivo
consenso (WKXE) de la proteina blanco. Enzimas SUMO E3 ligasas pueden facilitar el proceso. SENPs remueven SUMO
del substrato modificado, manteniendo la reserva de SUMO libre. Adaptado desde (Dorval and Fraser, 2007)

La enzima E1 consiste en un heterodimero compuesto por dos polipéptidos
denominados SAE1 y SAE2 (del inglés, SUMO Activation Enzyme 1 y 2). SAE1 adenila la
proteina SUMO mientras que SAE2 media la interaccion E1-SUMO (Lois and Lima, 2005;
Wang and Chen, 2010). A través de una reaccién de transesterificacion, la proteina SUMO
activada es luego transferida a la Cisteina (C) de la enzima E2, capaz de reconocer
proteinas blanco y catalizar la formacién de una unién isopeptidica entre la G del extremo
C-terminal de SUMO y un residuo K en la proteina blanco presente en una regién
consenso (PKXE: donde § es un aminodcido hidrofébico, K es la lisina, X es cualquier
aminoacido y E es Acido glutdmico) (Tatham et al., 2003; Okada et al., 2009). Ensayos in
vitro han demostrado que las proteinas recombinantes E1, E2, y SENP son suficientes para
SUMOilar sustratos de manera dependiente de ATP (Leach et al., 2011). La SUMOilacién

de proteinas es un proceso dindmico y reversible, y requiere de SENPs para remover

38



Capitulo 1: Introduccién General

SUMO de las proteinas blanco, manteniendo la reserva de la proteina SUMO libre (Gill,
2004). A pesar de los extensos estudios llevados a cabo respecto a la SUMOilacién de
proteinas en células eucariotas, pocos estudios han sido realizados en protozoarios
pardsitos describiéndose la presencia de SUMO en Toxoplasma gondii (Braun et al., 2009),
Plasmodium falciparum (Issar et al., 2008) y Trypanosoma (Liao et al., 2010; Bayona et al.,,

2011). En Giardia lamblia, no existen hasta el momento evidencias de SUMOilacion.
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Objetivos

Objetivo General

El objetivo general del presente Trabajo de Tesis consiste en determinar de qué
manera dos modificaciones post-traduccionales, como son la SUMOilaciéon y la
citrulinacion de proteinas regulan procesos basicos involucrados en la sobrevida del

parasito intestinal Giardia lamblia.

Objetivos Especificos

1- Estudiar el proceso de SUMOilaciéon en Giardia lamblia y analizar a la enzima

Arginina Deiminasa (ADI) como sustrato de SUMOilacidn.

1.1 Identificar por analisis in silico en el genoma de Giardia lamblia las enzimas
involucradas en la cascada de SUMOilacién, estudiando su expresion y localizacion
en trofozoitos transfectados con cada una de ellas.

1.2 Identificar por andlisis in silico en el genoma de G. lamblia a la proteina SUMO y
estudiar su localizacidn y expresion, a través de la sobre-expresién de la proteina
en trofozoitos transgénicos y de la producciéon de anticuerpos monoclonales contra
la proteina SUMO nativa.

1.3 Analizar si ADI es un sustrato de SUMOilacién, realizando tanto estudios de

biologia celular como a través de la mutacién del sitio de unién a SUMO.

2- Estudiar el rol de la enzima ADI durante el proceso de enquistamiento.

2.1 Analizar la expresién y localizaciéon de la enzima ADI durante el proceso de
enquistamiento.

2.2 Estudiar la participacién del motivo de SUMOilacién y de las sefiales de localizaciéon
nuclear en la translocacién de ADI a los nucleos durante el enquistamiento.

2.3 Examinar si ADI se comporta como una Peptidil-Arginina Deiminasa.

2.4 Analizar el rol de ADI en la regulacidn del proceso de enquistamiento.
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Capitulo 2: SUMOilacion en Giardia lamblia y ADI como
sustrato de SUMOilacion

RESULTADOS:

2.1. SUMOilacion en Giardia lamblia

2.1.1. SUMO: Una proteina conservada en Giardia lamblia

El proyecto de secuenciacidon del genoma de Giardia lamblia se inicié en el afio
1998 y se completé en el 2007 para las cepas WB, GS y P15. Desde entonces, la
informacién obtenida representa una herramienta fundamental para la realizacién de
anadlisis gendmicos, transcriptomicos, proteémicos y bioinformaticos en general. El
genoma de Giardia es compacto en estructura y contenido, presenta pocos intrones, y
posee una maquinaria simplificada para la replicacién del ADN, la transcripcion, el
procesamiento de ARN y varias vias de sefalizacién metabdlicas (Morrison et al., 2007).
Haciendo uso de esta herramienta, y con vistas a estudiar la SUMOilacién en este parasito,
se realizd en primera instancia una busqueda en la base de datos del genoma de Giardia
(GDB del inglés, Giardia Database), identificandose en la cepa WB un Unico gen
(GL50803_7760) que codifica para SUMO. SUMO es una proteina compuesta por 102
aminodcidos y una masa molecular aproximada de 11 kDa, en concordancia a lo
informado para otros organismos. Algo similar ocurre en las cepas restantes de Giardia
para las cuales se identificaron los genes GL50801_3210 y GLP15_ 4605 que codifican para
SUMO en las cepas GS y P15. Estas proteinas muestran un 93% y un 97% de identidad en
su secuencia respecto a la isoforma de SUMO de la cepa WB, respectivamente.

Dado que SUMO es una proteina presente en todo el linaje eucariota, se realizé un
alineamiento multiple de secuencias (Figura 2.1) entre la proteina de Giardia (cepa WB) y
miembros de la familia de SUMO descriptos en otros organismos. Este analisis demostrd
un alto grado de similitud en las secuencias de proteinas con la presencia de residuos

conservados en el extremo C-terminal y del caracteristico motivo GG (en asteriscos rojos),
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necesario para la formacién de la unidon isopeptidica entre SUMO y sus sustratos. La
identificacion de este motivo GG sugiere que, como sus homodlogas, la proteina es
sintetizada como un pro-péptido en Giardia y requiere un proceso de clivado por
hidrolasas, para la produccién de su forma madura, con el motivo GG disponible para la

conjugacién al sustrato.

40 *%
G lamblia gSUMO: F D2 csg;\'sﬂoaco 3 EVMRNE : 79
T brucei TbSUMO: Iy IDT) CKI@SRNS R P I DAMV% : 79
P falciparum SUMO: E E CNQ R D P I 3| AMVisle) : 78
S cerevisiae SMT3: E ARV EARAKLE R P M : 78
S pombe pmt3: S KIHC BOEKSUNS! \ SAEN 8- DC 2 ), 2 718
H sapiens SUMO1l: EGE KESHCOIS E S NHigs¥ 1 M EVY Qe : 79
H sapiens SUMO2: A R } P 1 M ) s 19
H sapiens SUMO3: 1K, CL:‘F SHE E T DS R S TEDVFE 00 : 79
H sapiens SUMO4: IKASSCE P K F Ki3 M ) : 79
D melanogaster Smt3: IN. & R N TSR 3 EVY . s 79
C elegans SMO1: D (KSHA 1 : 79
D rerio SUMO1: -<ES“SQ!i : 719
M musculus SMT3: KES“CQ f P 2 ) : 78
P troglodytes SUMO: < ESHCOROEN E : H-SKENGHOEE S VHEV Y OlBle! : 78
A thaliana SUMO1: NAJCDSOSIHDENS P : 79

Figura 2.1: Andlisis comparativo de proteinas SUMO. Alineamiento multiple de secuencias entre el dominio conservado
de SUMO en Giardia, y de secuencias provenientes de Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum, Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Danio rerio,
Mus musculus, Pan troglodytes, y Arabidopsis thaliana. En sombreado oscuro se muestran los residuos idénticos entre las
respectivas secuencias. En sombreado claro, los residuos similares. Los asteriscos en rojo indican el motivo GG
conservado.

Empleando la estructura cristalografica de la isoforma SUMO1 humana (cddigo
PDB 1A5R) se realizé la prediccion de la estructura tridimensional de la proteina SUMO de
Giardia. Utilizando como base la estructura cristalografica disponible de SUMO en
Trypanosoma brucei se llevd a cabo, ademads, un alineamiento estructural (Figura 2.2) de
las regiones de alfa-hélice y lamina-beta (entre las posiciones 23 y 96) de SUMO en Giardia
y la cadena A de la proteina SUMO proveniente de T. brucei (cédigo PDB 2K8H) (Shang et
al., 2009), lo que mostro un alto grado de superposicidon entre la estructura predicha para

Giardia con la estructura cristalografica proveniente del tripanosomatido.
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gsumMo Alineamiento tSUMO

Figura 2.2: SUMO de Giardia lamblia y Trypanosoma brucei. Alineamiento estructural construido con las porciones de
alfa-hélice (a) y lamina- beta (B) de la estructura tridimensional predicha para SUMO de Giardia lamblia (gSUMO) y la
cadena A de la proteina SUMO de Trypanosoma brucei (tSUMO).

Los resultados demuestran, en conjunto, que SUMO estd presente en Giardia
lamblia, y que por su secuencia y estructura conservada la proteina ejerceria el mismo rol

que en eucariotas mas derivados, siendo esta funcién de caracter esencial y conservado a

lo largo de la filogenia.

2.1.2. Cascada de SUMOilacion en Giardia lamblia

El proceso de SUMOilacién involucra una compleja cascada enzimdtica. Para
corroborar si las enzimas requeridas en el procesamiento y ligacién de SUMO a su
sustrato, y las proteasas involucradas en los procesos de maduracion y desconjugacion,
estdn presentes en Giardia se investigd en GDB encontrandose sdlo un gen que codifica

para la proteasa de SUMO (GL50803_16438) en la cepa WB.

2.1.2.1. Enzima SUMO Proteasa (SP-HA)

El gen sp de 1620 pb codifica para SP: una proteina cuya masa molecular predicha
es de ~60 kDa. Como se describié para SUMO, la proteasa también fue identificada en las
cepas GS (GL50801_3900) y P15 (GLP15_2816), mostrando estas proteinas un 58% y 78%
de identidad respecto a la isoforma presente en la cepa WB, respectivamente.

Todas las proteasas de SUMO son cisteinas proteasas caracterizadas por la
presencia de un extremo C-terminal conservado de ~200 residuos, y una regién N-terminal
variable que regula su localizacién intracelular. El dominio C- terminal de estas proteinas

contiene una triada catalitica constituida por los residuos Histidina (H), Acido aspartico (D)
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y Cisteina (C), que participa de la ruptura del enlace isopeptidico durante el proceso de
desconjugacion, y del clivaje del motivo GG durante la maduracidén de las formas de SUMO
precursoras (Hickey et al., 2012). Andlisis in silico permitieron identificar en SP (Figura 2.3)
la presencia de dos dominios C-terminales conservados (posiciéon 142-244 y 476-502) (en
naranja) y un posible sitio catalitico representado por los residuos H, D y C (en azul) (lhara

et al., 2007; Ponder et al., 2011).

142 244 476 502 _

NMPQQENGYDCGVYMLLFMKMIARQFGP

Wfl‘\'DEWMQVSHMMMGlSMNTHlYSKALSSGP\‘ELEAWLRPHSQPIETFWPMNLNNm WTNSI'HI'.QGHFWCFDSMRAINTRT[KPVHLHT"M

Figura 2.3: Representacion esquematica de la SP de Giardia lamblia. Representacion esquematica de la SP de Giardia
conteniendo dos dominios C-terminal cataliticos (en naranja) con los probables residuos cataliticos H-D-C (en azul).

A los fines de analizar la expresion y localizacién celular de SP en Giardia, se sobre-
expresd la proteina en trofozoitos. Para ello, se amplific6 el gen correspondiente,

purificando luego el producto de PCR de 1620 pb (Figura 2.4) el cual se clond en el vector

(MyM).

de expresion p-TubH7HApac, tal como se describe en la seccién de Materiales y Métodos
Figura 2.4: Producto

(=
de PCR del gen sp en
Giardia lamblia. Gel
3054-| . de agarosa al 1%
‘ muestra el resultado
1636- | Sy obtenido por PCR
utilizando los
cebadores
correspondientes  al
507- gen de SP. Linea 1:

Marcador de peso
molecular.

. %

El vector pTubApa-H7-HApac permite la expresién constitutiva de genes en G.

1000-

lamblia mediante la presencia del promotor de tubulina y posteriormente la generacion

de lineas estables por seleccion con el antibidtico puromicina. Los genes son expresados
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como proteinas de fusidn presentando el extremo C-terminal el epitope HA (epitope de la
proteina hemaglutinina del virus influenza), ampliamente utilizado para analizar la
localizacion de proteinas empleando anticuerpos anti-HA. Se ha demostrado en distintos
trabajos que la incorporacion del epitope HA no tiene efecto sobre el comportamiento de
las proteinas expresadas (Touz et al., 2002; Touz et al., 2003; Touz et al., 2004). De esta
manera, se transformaron bacterias con el constructo, y a partir de las colonias positivas
identificadas se extrajo el plasmido, confirmando por PCR la presencia de la proteina de
interés. El plasmido obtenido fue secuenciado y luego transfectado a trofozoitos de G.
lamblia de la cepa WB/1267. Los trofozoitos transfectados que expresaron el plasmido de
manera estable se identificaron por IFl, utilizando el Acm anti-HA, confirmando ademas la

expresion de la proteina por inmunotransferencia (Figura 2.5).

& A

120-
85- Figura 2.5. Expresion de la
proteina SP-HA en Giardia
— lamblia. Ensayo de
60- inmunotransferencia en
50- condiciones reductoras

mostrando una banda de ~60
kDa correspondiente a la SP
40- en los trofozoitos transgénicos
de Giardia que sobre-expresan
SP-HA. Linea 1: Marcador de
25- peso molecular.

\C %

Con el fin de determinar la localizacién subcelular de la SP, se realizaron ensayos

de IFl en los trofozoitos transgénicos SP-HA, revelando la mayoria de las células marca

citosdlica, como asi también en membrana plasmatica y flagelos (Figura 2.6).
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anti-HA anti-HA/DAPI/DIC

Figura 2.6: Localizacion citoplasmatica y en membrana plasmatica de la proteina SP-HA en Giardia lamblia por IFI. IF|
y microscopia confocal utilizando un Acm anti-HA marcado con Alexa 546 (en rojo) muestran la expresion de SP-HA en
citoplasma y membrana plasmatica. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Los insertos muestran microscopia de
contraste de interferencia diferencial (DIC). Escala: 5 um.

Sin embargo, en algunos trofozoitos la proteina localizé en nucleo, en un patrén
gue no es caracteristico en Giardia, ya que generalmente las proteinas nucleares se
localizan en ambos nucleos por igual (Figura 2.7). Los analisis in silico indicaron la
presencia de un motivo de localizacidn nuclear en la posicién 333, pudiendo explicar la

localizacion nuclear observada de la proteina (Muller et al., 2001; Ponder et al., 2011).

anti-HA anti-HA/DAPI/DIC

.

Figura 2.7: Localizacion nuclear de la proteina SP-HA en Giardia lamblia por IFl. IFl y microscopia confocal utilizando un
Acm anti-HA marcado con Alexa 546 (en rojo) muestran la expresién nuclear de SP-HA. Los nucleos se tifieron con DAPI
(azul). Los insertos muestran microscopia de contraste de interferencia diferencial (D/C). Escala: 5 pm.

47



Capitulo 2: SUMOilaciéon en Giardia lamblia y ADI como sustrato de SUMOilacion

La localizacién variable de la proteina en Giardia podria deberse a la presencia de
una Unica SUMO proteasa en el parasito, a diferencia de lo que sucede en otros
organismos en donde se han descripto varias isoformas que tienden a localizar en
compartimentos subcelulares especificos. Sumado a ésto, se ha demostrado mediante
analisis estructurales y funcionales que la localizacién celular de las proteasas de SUMO
depende de su especificidad para con determinados sustratos. De esta manera, Giardia
poseeria una Unica enzima responsable de los procesos de maduracién y desconjugacion,

que modifica su localizacion en respuesta a los procesos adaptativos del parasito.

2.1.2.2. Enzima SUMO E1 (SAE2-HA)

En vistas a identificar los demas componentes de la via de SUMOilacién, se realizé
una busqueda de las enzimas involucradas en la activacién y conjugacion de SUMO en
GDB, utilizando como templados diferentes ortélogos de dichas proteinas (H. sapiens, S.
cerevisiae, P. falciparum y T. gondii). Para la seleccién de las secuencias candidatas se
realizd una revision de la literatura, identificando los dominios y residuos cataliticos
caracteristicos de cada una de ellas (Miura et al., 2007).

A diferencia de la enzima E1 ubiquitinante que funciona como una unidad simple,
la enzima E1 de SUMO es un heterodimero constituido por dos polipéptidos conocidos
como SAE1 y SAE2 (Johnson, 2004). Se ha descripto que SAE1 es homdloga a la porcion N-
terminal de la enzima E1 de ubiquitina y que contiene un dominio Unico que adenila
SUMO (Lois and Lima, 2005). SAE2, en tanto, resulta homdloga a la porcién C-terminal de
la enzima E1 ubiquitinante y media exclusivamente la interaccion E1-SUMO (Johnson,
2004; Lois and Lima, 2005). Segun se ha informado, SUMO es reconocida exclusivamente
por residuos presentes en SAE2 (Lois and Lima, 2005), y aunque no se han observado
interacciones directas entre SUMO y la subunidad SAE1, los mondmeros de E1
(SAE1/SAE2) nunca se han encontrado en forma individual, asumiendo que son incapaces
de funcionar independientemente (Azuma et al., 2001). En Giardia, no pudo identificarse
la subunidad SAE1 por comparacion de secuencias. Sin embargo, se han encontrado en
GDB proteinas homodlogas a la porcion N-terminal de la enzima E1 involucrada en la

ubiquitinacion, que poseen un dominio conservado de adenilacion surgiendo como
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subunidades SAE1 candidatas, aunque se requieren analisis bioinformaticos y funcionales
mas profundos para su correcta caracterizacion.

Los andlisis in silico mostraron que SAE2 (GL50803_6288) en Giardia (Figura 2.7) es
una proteina homoéloga a la propia de levaduras y humanos, presentando tres dominios
conservados en su secuencia. Estos comprenden: el dominio ThiF (de adenilacién) (3-134)
que une SUMO y ATP, el dominio cisteina catalitico (151-183) que contiene a la C catalitica
(C167 en Giardia) responsable del enlace tioester E1-SUMO, y el dominio relacionado a
ubiquitina o UbL (315-378), dada su similitud estructural con ésta y otros modificadores
relacionados (Figura 2.8A). El alineamiento de la secuencia de SAE2 de Giardia con las
provenientes de S. cerevisiae y H. sapiens, mostré ademas la existencia de un probable
motivo de unién a Zinc (Zn®*) (caracteristico de esta subunidad) (Wang and Chen, 2010),
constituido por los residuos C152, C155, C416 y C419 (asteriscos en la Figura 2.8B) e

involucrado en la interaccion de SAE2 con SUMO.
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Figura 2.8: Analisis de la secuencia de SAE2 en Giardia lamblia. A) Representacion esquematica de la
subunidad SAE2 de Giardia conteniendo los tres dominios conservados: el dominio ThiF (en verde), el
dominio cisteina catalitico (en azul) y el dominio UbL (en morado). B) Alineamiento de las secuencias de SAE2
de Giardia lamblia (glam), Saccharomyces cerevisiae (scer), and Homo sapiens (hsap). Los graficos de barra
(imagen Jalview) muestran la conservacion de aminoacidos en cada residuo. El residuo C componente del
sitio activo predicho (C167 in Giardia) se indica en el recuadro mientras que las C152, C155, C416 y C419,
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Capitulo 2: SUMOilaciéon en Giardia lamblia y ADI como sustrato de SUMOilacion

Con el fin de estudiar la expresion de SAE2 en Giardia, se sobre-expreso la proteina
SAE2-HA (Figura 2.9A), acorde a lo expuesto en la seccién de MyM. Posterior a la
secuenciacién del plasmido obtenido, se transfectaron trofozoitos de la cepa WB/1267, y
se realizaron ensayos de IFl para determinar la localizacién subcelular de la proteina que
resulté estar presente en el citoplasma, aunque también en la zona perinuclear y en los

nucleos, como se observa en la Figura 2.9B.

B anti-HA anti-HA/DAPI/DIC

Figura 2.9: Expresion del
gen sae2 y de la proteina
SAE2-HA por IFl. A) Gel de
agarosa al 1% muestra el
resultado obtenido por
PCR utilizando los
cebadores
correspondientes al gen
de SAE2 de 1614 pb. Linea
1: Marcador de peso
molecular. B) IFI utilizando
el Acm anti-HA marcado
con Alexa 546 (en rojo), y
microscopia confocal
muestran la localizacion
citoplasmatica y nuclear
(DAPI) de SAE2-HA. Los
insertos muestran DIC.
Escala: 5 um.
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2.1.2.3. Enzima SUMO E2 (SUMO E2-HA)

En hongos, invertebrados y probablemente todos los vertebrados, la enzima E2 de
SUMO es codificada por un unico gen (Colby et al., 2006), y muestra considerable similitud
de secuencia y a nivel estructural con la enzima E2 de ubiquitinacién. No obstante, en
contraste a las enzimas E2 ubiquitinantes que requieren la asistencia de ligasas, la enzima
E2 de SUMO es capaz de reconocer la proteina sustrato y catalizar directamente la

formacién de un enlace isopeptidico entre la G C-terminal de SUMO y el grupo €-amino de
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la K substrato (Johnson, 2004). Se ha demostrado que enzimas recombinantes E1 y E2 son
suficientes para la modificacion dependiente de ATP de sustratos in vitro (Seeler and
Dejean, 2003; Gill, 2004), siendo fuente de debate el requerimiento de enzimas SUMO E3
ligasas (Lois and Lima, 2005). Dado que no se identificaron proteinas homdlogas a las
SUMO E3 ligasas en GDB a partir de los dominios conservados en otras enzimas descriptas,
es posible que E2 sea suficiente para que la SUMOilacidon resulte funcional en este
pardsito (Seeler and Dejean, 2003). Aunque resulta dificultoso distinguir por su secuencia
primaria la enzima E2 de SUMO de la que participa en el proceso de ubiquitinacién (Wang
et al., 2008), se identificd un gen que codificaria para la enzima de conjugacién de SUMO
E2 (GL50803_24068). Esta proteina, de manera similar a otros miembros de la familia E2
descriptos, presenta un dominio UbL de ~14kDa (31-153) y contiene el residuo de C
conservado (C98 en Giardia) esencial para la formacién de la unidn tioester entre SUMO y

E2 (Duan et al., 2009) (Figura 2.10).
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Figura 2.10: Andlisis de la secuencia de la SUMO E2 en Giardia lamblia. Alineamiento 2D de la probable E2 de
SUMO con las ortélogas de levadura (scer) y humana (hsap) usando Jalview, muestra el alto nimero de residuos
conservados y la C conservada (C98 en Giardia) requerida para la formacidn tioester entre SUMO y E2. Los graficos
de barra muestran la conservacion de aminoacidos en cada residuo.
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Para analizar la expresion de E2 en Giardia, se sobre-expresé la proteina SUMO E2-
HA (Figura 2.11A) en trofozoitos salvajes segun se describe en la seccion de MyM, y se

realizaron ensayos de IFl para determinar su localizacidn subcelular (Figura 2.11B).

anti-HA anti-HA/DAPI/DIC
pb
3
3054-
1636- |
1000-
507-

Figura 2.11: Expresion del gen sumo e2 y de la proteina SUMO E2-HA en Giardia lamblia por IFl. A) Gel de
agarosa al 1% muestra el resultado obtenido por PCR utilizando los cebadores correspondientes al gen de E2
SUMO de 579 pb. Linea 1: Marcador de peso molecular. B) IFI utilizando el Acm anti-HA marcado con Alexa 546
(en rojo) y microscopia confocal muestran que la enzima posee localizacion citoplasmatica con principal
distribucion alrededor de los nucleos en trofozoitos transgénicos SUMO E2-HA. En azul: DAPI. Los insertos
muestran DIC. Escala: 5 pm.

Aunque los andlisis in silico predijeron una localizacién nuclear de SUMO E2 en
Giardia, los ensayos de IFl en trofozoitos transfectados mostraron que SUMO E2-HA
localizé en citoplasma vy alrededor de los nucleos, aunque no dentro de los mismos. En
otros organismos, SUMO E2 se encuentra presente en diferentes compartimentos
subcelulares. En levaduras, la proteina sobre-expresada localiza en el nucleo, similar a la
SUMO E2 enddgena de Drosophila, y en mamiferos se ha detectado en el citoplasma vy
nucleoplasma, aunque enriquecida alrededor de la envoltura nuclear (Melchior, 2000).

Habiendo identificado por analisis in silico la proteina SUMO vy las posibles enzimas
involucradas en la via de SUMOilacidn, el proximo paso fue analizar si la proteina SUMO se
expresa en el parasito siguiendo dos estrategias complementarias. Estas incluyeron por un
lado, la sobre-expresién de SUMO en células transgénicas y, por otro, la caracterizacién de

la proteina nativa a partir de la produccion de anticuerpos anti-SUMO de Giardia.
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2.1.3. Expresion de la proteina SUMO en Giardia

2.1.3.1. Sobre-expresion de la proteina SUMO en Giardia lamblia

Con el objeto de sobre-expresar la proteina SUMO en Giardia, se generd una
construccion que expresa SUMO-HA. Para ello se amplificd el gen, se purificod el producto
de PCR de 309pb (Figura 2.12) y se clond la proteina a sobre-expresar en el vector de
expresion pTub-HA como se describe en la seccion de MyM. El vector especifico para
Giardia lamblia permite la expresidon de proteinas con una etiqueta HA en el extremo N-
terminal, de utilidad en este caso debido a la presencia del motivo GG en el extremo C-

terminal de SUMO, y acorde a otros trabajos informados en la literatura (Peroutka et al.,

2008).
& )

2072- | S

1500-
Figura 2.12. Producto de PCR del
gen sumo en Giardia lamblia.

600- | v Gel de agarosa al 1.5 % muestra
el resultado obtenido por PCR
utilizando los cebadores

300- — correspondientes al gen de sumo.
Linea 1: Marcador de peso
molecular.

- : /

Se transfectaron trofozoitos de la cepa WB/1267 con el plasmido SUMO-HA

secuenciado, y se realizaron ensayos de IFl e inmunotransferencia para identificar la
proteina SUMO vy determinar posibles sustratos conjugados a ésta. Ensayos de
inmunotransferencia (Figura 2.13) revelaron la presencia de bandas proteicas de
diferentes masas moleculares (entre 40 y 85 kDa) correspondientes a posibles proteinas
SUMOiladas, y de una banda de ~20-25 kDa correspondiente a la forma libre de SUMO.
Este aumento en el peso molecular con respecto al tamafio teérico de SUMO (12 kDa) en
los ensayos de inmunotransferencia es observado cominmente y ha sido informado en

trabajos previos (Colby et al., 2006; Geiss-Friedlander and Melchior, 2007)
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Figura 2.13: Expresion de la proteina
SUMO-HA en Giardia Ilamblia por
inmunotransferencia. Ensayos de
inmunotransferencia utilizando el Acm
anti-HA  muestran una banda de
aproximadamente 20-25 kDa
correspondiente a la forma de SUMO libre
(fecha), y bandas en un rango de 40 kDa a
85 kDa que pueden corresponderse a
posibles  substratos SUMOilados en
trofozoitos transfectados con SUMO-HA.
Linea 1: Marcador de peso molecular.

A fines de determinar la localizacion subcelular de SUMO-HA, se llevaron a cabo

ensayos de IFI (Figura 2.14). Aunque la modificacién por SUMO es conocida por dirigir las

proteinas principalmente hacia el nicleo, SUMO-HA mostré una localizacién variable que

resulté citoplasmadtica, por debajo de la membrana plasmatica y en los nucleos

(considerando los diferentes planos focales de la microscopia confocal). Esto sugiere la

presencia de distintas proteinas conjugadas a SUMO, con localizacién subcelular variable.
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anti-HA anti-HA/DAPI/DIC

Figura 2.14: Expresion de la proteina
SUMO-HA en Giardia lamblia por IFl.
Ensayos de IFl utilizando un Acm anti-HA
marcado con Alexa 546 (en rojo) y
microscopia confocal, muestran que
SUMO-HA presenta un patrén de
localizacion variable por debajo de la
membrana plasmatica, citoplasma vy
nucleo. En azul: DAPI. Los insertos
muestran DIC. Escala: 5 um

2.1.3.2. Estudio de la forma nativa de SUMO a través de la produccion de

anticuerpos monoclonales

En paralelo a la estrategia de sobre-expresién de la proteina SUMO en trofozoitos
transgénicos, y a fines de identificar la proteina nativa, se desarrolld un Acm dirigido
contra la proteina recombinante SUMO de Giardia. Esta proteina fue producida en la
Unidad de Proteinas Recombinantes del Instituto Pasteur de Montevideo, a partir del
plasmido de SUMO inserto en el vector pGEX-4T-3 como se describe en detalle en la
seccion de MyM. Brevemente, se amplificé el gen de SUMO en Giardia y se clond en el

vector pGEX-4T-3. Utilizando el sistema de fusidn GST se expreso la proteina, y se purificd
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a través de columnas constituidas por perlas de agarosa acopladas a glutation. En la Figura
2.15. se muestra la proteina eluida sembrada en un gel de poliacrilamida teflido con
solucién azul de Coomassie, correspondiéndose la banda de mayor tamafio a la proteina

SUMO unida a GST, y las bandas inferiores a las formas de GST y SUMO libres.

T A

120-

Figura 2.15: Proteina

85- recombinante  SUMO-GST.
5 Gel de acrilamida tefiido con

Azul de Coomassie
50- mostrando la proteina
40- recombinante GST-SUMO

(banda mas alta de

2 aproximadamente 46 kDa),
20- como asi también las formas
GST y SUMO (bandas
inferiores de

aproximadamente 25 kDa).

\_

Con el antigeno emulsionado en el adjuvante se inmunizaron ratones de la cepa

Balb/c y luego de dos inmunizaciones se extrajo sangre chequeando la reactividad del
suero de estos animales y la produccion de anticuerpos policlonales por IFl e
inmunotransferencia en homogenatos totales de Giardia. La produccidn de anticuerpos
policlonales se detectd en el suero de los ratones inmunizados (ratén 1 y 2) por
inmunotransferencia como se muestra en la Figura 2.16A (carriles b y c), utilizando como
control el suero pre-inmune (carril a), que no evidencié produccién de anticuerpos anti-
SUMO. La presencia de la proteina SUMO fue detectada ademas por IFI, localizdndose ésta
en el citoplasma y en la superficie celular de trofozoitos de la cepa WB/1267, como se

observa en la Figura 2.16B.
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Figura 2.16: Produccion del Ac policlonal anti-SUMO en Giardia lamblia. A) Ensayo de inmunotransferencia
utilizando homogenato total de trofozoitos de Giardia lamblia. Carril a: Suero pre-inmune, carril b y c: Suero
policlonal de los animales 1 y 2, respectivamente. B) IFl y microscopia de epifluorescencia en trofozoitos
salvajes de la cepa WB/1267 utilizando el suero del ratdn 1, mostrando proteinas localizadas en citoplasma y
superficie celular. Barra: 5 pm.

Los animales inmunizados fueron posteriormente sacrificados por dislocacién
cervical, aislandosele el bazo, y procediendo luego a la fusion de los linfocitos B con
células del mieloma NSO para la formacién de hibridomas. La produccidon de anticuerpos
monoclonales por parte de los hibridomas, y la especificidad de estos anticuerpos se
analiz6 mediante ensayos de Dot blot utilizando la proteina SUMO recombinante
purificada y un homogenato de trofozoitos salvajes WB/1267. De entre tres anticuerpos
generados (3H4, 11A7 y 13C5), el hibridoma productor del Acm 13C5 mostré la mayor
reactividad contra la proteina SUMO enddégena (Figura 2.17) y la proteina recombinante.

Como control negativo se utilizé el Ac anti-HA (no relacionado).
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Figura 2.17: Reactividad de los anticuerpos
monoclonales  anti-SUMO en Giardia lamblia.
Ensayos de Dot blot utilizando un homogenato total
de trofozoitos de Giardia y de la proteina
recombinante GST-SUMO mostraron que los
anticuerpos 3H4, 11A7 y 13C5 reconocen SUMO en
Giardia y la proteina unida a GST. El Acm 13CS5 fue el

que mostré mayor reactividad.

Como se muestra en la Figura 2.18, cuando el Ac anti-SUMO 13C5 se utilizd en

ensayos de IFl detectd proteinas en un patron de localizacién diferencial, segin se

considere la poblacidn de trofozoitos salvajes o transgénicos que sobre-expresan el

constructo SUMO-HA. De esta manera, SUMO se mostré citoplasmatica en la poblacién de

trofozoitos salvajes, y localizé en citoplasma, en cercania a la membrana plasmatica, en

flagelos y nucleos de células transgénicas. Este patron también fue observado en los

trofozoitos transgénicos con el empleo del Acm anti-HA, y posiblemente las diferencias de

localizacion entre una poblacidn celular y otra se deban al efecto de la sobre-expresién de

la proteina SUMO-HA en las células transgénicas.
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anti-SUMO anti-SUMO/DAPI/DIC

WB/1267

Figura 2.18: Reactividad del Acm
anti-SUMO 13C5 en Giardia
lamblia por IFl. Ensayos de IFl y
microscopia confocal muestran
un patron principalmente
citoplasmatico (verde) en
trofozoitos salvajes (WB/1267)
mientras que en trofozoitos
transgénicos SUMO-HA la
localizacion resulta ser
citoplasmética (panel superior) y
en cercania a la membrana
plasmatica (panel inferior). Se
utilizé FITC como Ac secundario.
Los insertos muestran DIC. Los
nucleos fueron teiidos con DAPI.
Escala: 10 pm.

anti-SUMO anti-SUMO/DAPI/DIC

SUMO-HA

La realizacion de ensayos de inmunotransferencia (Figura 2.19), a partir de
extractos provenientes de trofozoitos salvajes y transgénicos SUMO-HA reveld la
presencia de bandas de proteina (entre 50 y 120 kDa) correspondientes a posibles
conjugados a SUMO, tal como se observd en los ensayos provenientes de trofozoitos que

sobre-expresaban el constructo SUMO-HA, utilizando el Acm anti-HA.
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/ WB/ SUMO- \
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Figura 2.19: Reactividad del Acm anti-SUMO

;gg 13C5 en Giardia lamblia por
85- [ w—— inmunotransferencia. Ensayos de
65- inmunotransferencia en trofozoitos salvajes
50- P 4 - (WB/1267) y trofozoitos transgénicos (SUMO-
40- HA) muestran que el Acm 13C5 reconoce

SUMO enddgeno libre (flecha) y varias bandas

25. - - g en el rango de 50 kDa a 120 kDa

correspondientes a posibles substratos de
20- SUMOilacién. Linea 1: Marcador de peso

molecular.
15-

k anti-SUMO 13C5 /

De los resultados expuestos con anterioridad se puede concluir, a modo de

resumen, que SUMO vy las proteinas requeridas en la cascada de SUMOilacién se
encuentran presentes en Giardia lamblia, y que varios sustratos surgen como candidatos
para su conjugacion a SUMO en el parasito, representando el andlisis de funcionalidad de
los componentes de la via de SUMOilacién, y la deteccién de proteinas SUMOiladas la

base de futuros trabajos en nuestro laboratorio.

2.2. ADI como substrato de SUMOilacion en Giardia lamblia

2.2.1. ADI contiene un motivo con alta probabilidad de union a SUMO en la

K101

Como se observd por ensayos de inmunotransferencia, ADI se expresa como una
banda alta (con respecto al frente de corrida) de ~85 kDa, que difiere de su masa
molecular predicha, y presenta ademas un motivo de unién a SUMO. Habiéndose
demostrado que la SUMOilacion se encuentra presente en Giardia lamblia, y a los fines de
determinar si ADI es un sustrato de SUMOilacién, se procedid a identificar el motivo de
SUMOilacion en la secuencia de la enzima. Se utilizaron, para ello, los software SUMOsp
2.0y PCI-SUMO empleando un seteo por defecto, que fueron capaces de predecir con alta

sensibilidad (89.12%) un motivo de unién a SUMO (LKYE) en la Lisina (K) de posiciéon 101
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(K101) de la secuencia de ADI. Andlisis de la estructura tridimensional de la enzima,
mostraron ademas que el residuo K, dentro del motivo consenso, se encuentra expuesto,
al igual que sucede en la mayoria de las proteinas que conjugan SUMO para su
reconocimiento por la enzima SUMO E2, localizandose en un bucle rodeado por dos alfa
hélices (Figura 2.20). Acorde con la literatura, el reconocimiento de la secuencia consenso
sélo es posible si ésta se encuentra en un bucle o en una regién desestructurada (Ulrich,
2009), siendo incapaz la enzima SUMO E2 de reconocer sitios consenso presentes en
estructuras de hélices estables. Dado que la estructura tridimensional de ADI de Giardia
no ha sido obtenida experimentalmente, se predijo dicha estructura utilizando el software
Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009). La localizacién del motivo de SUMOilacién, y la
determinacién de la orientacion y exposicién del residuo K de dicho motivo, se llevo a

cabo utilizando PyMol (DelLano Scientific, USA) (en amarillo en la Figura 2.20).

Figura 2.20: Estructura
tridimensional de ADI y localizacién
del sitio de conjugacion a SUMO.
Reconstruccién tridimensional de ADI
utilizando los programas Phyre 2 y
PyMol mostrando la orientacién del
residuo K de posicién 101 (amarillo).
Se muestra ademas el motivo
consenso KYEL en la estructura
secundaria de la proteina.

2.2.2. ADI es una enzima SUMOilada

Habiéndose identificado el motivo de conjugaciéon a SUMO, y para comprobar
experimentalmente la SUMOilacion de ADI, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién
(IP) en trofozoitos transgénicos ADI-HA utilizando el Acm anti-SUMO 13C5, segun se
describe en la seccion de MyM. Acorde a la literatura, el proceso de SUMOilacién es
dindmico, las proteasas de SUMO presentan un alto nivel de actividad (Ponder et al.,
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2011), y menos del 10% de un sustrato se encuentra modificado por SUMO en un

momento determinado (Johnson, 2004), razén por la cual se utilizaron en este ensayo

trofozoitos transgénicos que sobre-expresan el constructo ADI-HA. Como se muestra en la

Figura 2.21. el Acm 13C5 fue capaz de inmunoprecipitar la banda de ~85 kDa de ADI,

corroborando que ésta corresponde a la forma SUMOilada de la enzima.

kDa

120-

60-
50-

25-
20-

ADI-HA

PP

anti-HA/HRP

Figura 2.21: El Acm anti-SUMO 13C5 es
capaz de inmunoprecipitar la banda
SUMOilada de ADI en trofozoitos ADI-
HA. Inmunotransferencia revelada con el
Ac anti-HA marcado con HRP (anti-
HA/HRP), luego de la IP con el Ac anti-
SUMO 13C5 en células transgénicas ADI-
HA, mostrando la union especifica de la
banda de ~85 kDa de ADI y el Ac anti-
SUMO (b). Como control negativo se llevd
a cabo la IP con un Ac no relacionado (a).
En el carril c se sembro el lisado previo a
la IP.

Se realizaron, ademas, ensayos de IP con un Ac comercial anti-SUMO1 (anti-GMP1)

(Figura 2.22.), empleando la muestra proveniente del lisado celular de trofozoitos

salvajes. La membrana se reveld posteriormente por inmunotransferencia haciendo uso

de un Ac policlonal anti-ADI biotinilado, que confirmdé la SUMOilacién de la enzima

(carriles b y c). Dos concentraciones diferentes de anti-GMP1 (0.1 pg: carril b y 1 pg: carril

c) fueron empleadas. Como control del experimento se utilizé un Ac no relacionado (Acm

anti-HA: carril d).
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/ Figura 2.22: El Acm anti-GMP1 es capaz\
b d de banda

kDa a inmunoprecipitar  la
SUMOilada de ADI en trofozoitos

85- - — salvajes = WB/1267. Ensayos de
— J -~ inmunotransferencia utilizando un Ac

60- - o policlonal anti-ADI luego de la IP con el
“ anticuerpo comercial anti-GMP1. a) ADI

50- en el lisado celular previo a la IP; b) ADI
40-| - luego de la IP utilizando 0.1pg del Ac
anti-GMP1 (flecha); c) ADI luego de la IP

_ utilizando 1pg del Ac anti-GMP1

25. pn——— n—— (flecha); d) Control utilizando un Ac no
relacionado: anti-HA; e) sobrenadante

\ anti-ADI de la muestra c. /

2.2.3. El residuo K101 como sitio de SUMOilacion en ADI

Los experimentos mds ampliamente utilizados para estudiar la funcion de la
SUMOilaciéon de una proteina particular involucran la eliminacion del sitio de conjugacion
a SUMO a través de mutaciones sitio-dirigidas de los residuos K en los motivos consenso
(Verger et al., 2003). Para corroborar experimentalmente si el residuo K101 corresponde
al sitio de SUMOilacién en ADI, y determinar el rol de esta modificacion post-traduccional
en la actividad de la enzima, se generd la mutante ADly01a-HA, reemplazando el residuo K
por A, en el contexto de un vector de expresion que codifica ADI con una etiqueta HA.

Se realizaron ensayos de IFl, empleando el Acm anti-HA marcado con FITC para
analizar la expresion del constructo y el Ac policlonal anti-ADI marcado con Texas Red,
para la deteccion de la especie nativa (Figura 2.23). No se observaron cambios
significativos en el patrdon de localizacién flagelar y citoplasmatico de la enzima ADI nativa
en trofozoitos ADIk1014-HA en crecimiento (T) y enquistamiento (E), aquello que indica un
plegamiento correcto de la proteina expresada que es capaz de exponer los mismos
epitopes que la proteina nativa. Para cuantificar el grado de superposicién entre ambas
proteinas se empled el coeficiente de solapamiento de Manders (M) que varia entre Oy 1
(para ausencia o presencia de superposicion, respectivamente), y los graficos de
dispersidn como se explica en la seccién de MyM. Estos graficos estimaron la cantidad de
fluorescencia en base a la localizacidon de ADI nativa (rojo, en el eje de las y) y de ADI-HA
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(verde, en el eje de las x), ubicandose sobre la diagonal del diagrama de dispersiéon los
pixeles que colocalizan (amarillo). El alto grado de superposiciéon entre ADI y ADlgjo1a-HA
fue confirmado por el andlisis cuantitativo de colocalizacidn, mostrando el coeficiente M
un valor de 0.9985 para la poblacion de trofozoitos en crecimiento y de 0.9744 para los
enquistantes, y los gréficos de dispersidon un patrén de dispersion diagonal monopartita

amarillo.

anti-HA

Figura 2.23: Expresion de la mutante
ADly1014-HA por IFl. IFl y microscopia
confocal donde se observa la
expresion de ADly;01a-HA (en verde) y
de la proteina ADI nativa (en rojo) en
trofozoitos transgénicos ADlyqg:4-HA,
mostrando que la mutacion en el sitio
de unién a SUMO no altera el
plegamiento correcto de la proteina ni
en crecimiento (T) ni enquistamiento
(E). En amarillo se observa la
colocalizacion entre ambas proteinas
en citoplasma y flagelos. Los paneles
inferiores muestran en anlisis
cuantitativo a través del diagrama de
dispersion y el coeficiente M. Escala, 5
pum.

anti-ADI

Superposicion

Superposicion/DIC

anti-ADI
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Acorde con lo esperado, cuando se realizaron ensayos de inmunotransferencia en
trofozoitos que sobre-expresan ADlgi01a-HA (Figura 2.24) se observd una reduccion en la
expresion de la banda de ~85 kDa de ADI respecto a los trofozoitos ADI-HA, que se
correspondié ademas con un enriquecimiento de bandas de menor peso molecular al

predicho para la enzima, pudiendo representar éstos productos de degradacién de la

/ ADI ADIHA \
KDa K101A-HA

120-
85-

proteina.

Figura 2.24: Expresion de la mutante
ADlgi01a-HA  por inmunotransferencia.
Inmunotransferencia en células ADIx;91a-
HA en crecimiento, bajo condiciones no
reductoras, utilizando el Acm anti-HA, que
muestra la ausencia de la banda de ~85
kDa correspondiente a la forma
SUMOilada de ADI (flecha), presente en
células ADI-HA.

o /

Considerando el incremento en la expresién de bandas de bajo peso molecular en

los ensayos de inmunotransferencia de la mutante de ADI (ADlIki01a-HA), y habiéndose
descripto que la modificacion por SUMO se encuentra asociada a la proteccion de
proteinas contra la degradacién (Johnson, 2004), es posible que la ausencia de
SUMOilacion de ADI favorezca su degradacidon. Dado que no se observa ausencia de
SUMOilacion en las células ADIx1014-HA es probable que las bandas de bajo peso molecular
se encuentren SUMOiladas. Para descartar esta posibilidad se realizaron ensayos de IP
(Figura 2.25) utilizando el Acm anti-SUMO 13C5, sin detectar bandas de proteina en

trofozoitos ADIi914-HA, incluyendo la forma SUMOilada de la enzima.
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ADI-HA ADIK101A-HA
PP
kDa a b c d Figura 2.25.: La mutante ADly;0;4-HA no
120- expresa la forma SUMOilada de ADI.
- . Inmunotransferencia luego de la IP con el

Ac  anti-SUMO  13C5 en  células
transgénicas ADlg;p14-HA sin  mostrar
60- unién especifica (c). Las células ADI-HA (a)
se utilizaron como control positivo, y

50 como control negativo se llevé a cabo la IP
sin Ac (b). En el carril d se sembrd el lisado
40- previo a la IP. Los ensayos de
inmunotransferencia se realizaron
25- utilizando el Acm anti-HA marcado con
20- HRP (anti-HA/HRP)

anti-HA/HRP

Conclusiones Parciales:

Los resultados de este Capitulo representan, en conjunto, los primeros avances en
la caracterizacion del proceso de SUMOilacién en Giardia. Se encontré la presencia de la
proteina SUMO, y de un sistema de conjugacion a SUMO, ademas de posibles proteinas
conjugadas a esta proteina, de localizacién tanto nuclear como citoplasmatica. Aunque se
ha sugerido la presencia de diversas proteinas blanco de conjugacién a SUMO, hasta el
momento soélo la enzima ADI pudo identificarse como sustrato de SUMOilacion en el
parasito. ADI se SUMOila en la K101, explicando esta modificacién post-traduccional el
incremento en su masa molecular respecto a la predicha.

En el esquema se representan, a modo de ilustracién y resumen, los posibles
componentes de la via de SUMOilacién identificados hasta el momento en Giardia.
Ensayos funcionales y bioinformaticos mas profundos, no obstante, serdn necesarios para
caracterizar la funcionalidad de las probables enzimas involucradas, e identificar otros

sustratos conjugados a SUMO.
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Sistema de SUMOilacion en Giardia lamblia
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Capitulo 3: ADI durante el Enquistamiento de Giardia lamblia

RESULTADOS:

3.1. ADI es translocada desde el citoplasma a los ntcleos durante el

enquistamiento

Los procesos de variacion antigénica y enquistamiento son dos mecanismos claves
de adaptacion en Giardia lamblia. Habiendo descripto el rol de ADI durante el crecimiento
del parasito, el préoximo objetivo de este Trabajo de Tesis, fue analizar si esta enzima
desempeiia algun rol durante el proceso de diferenciacion a quiste. Para ello, se estudio
en primera instancia la localizacion de la proteina durante el enquistamiento en
trofozoitos salvajes de la cepa WB/1267, por ensayos de IFI (Figura 3.1). Se utilizé un Ac
policlonal que reconoce la proteina ADI nativa y el Acm anti-CWP1 para analizar el proceso
de enquistamiento de las células. CWP1 es una proteina que no se expresa durante el
crecimiento, y que comienza a observarse dentro de las ESVs en las etapas tempranas del
enquistamiento, incrementando su expresién concomitantemente con el aumento en el
tamafio de estas vesiculas hasta localizarse en la superficie del quiste maduro. Para estos
ensayos, se indujeron trofozoitos a enquistar y se tomaron muestras a distintas horas de
enquistamiento (6, 12, 24 y 48h). Las imdagenes de la Figura 3.1 muestran la localizacidon
subcelular de ADI (en rojo) y la expresion de CWP1 (en verde), permitiendo observar un
cambio de localizacién de la enzima desde el citoplasma, membrana plasmatica y flagelos
(entre las 6h-12h de enquistamiento) hacia los nucleos en los ultimos estadios del
enquistamiento (24h), cuando el pardsito muestra gran cantidad de ESVs en su
citoplasma. Finalmente, en el estadio de quiste (48h) la enzima ADI vuelve a mostrar
localizacion citoplasmatica sugiriendo estos experimentos, en conjunto, que durante el
enquistamiento ADI ingresa a los nucleos para luego egresar de los mismos antes de la

formacidn del quiste maduro.
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Figura 3.1: ADI transloca a los nucleos durante el enquistamiento en Giardia lamblia. Ensayos de IFl y microscopia
confocal muestran que ADI (en rojo) transloca desde el citoplasma (6h-12h) a los nucleos (flechas) en las ultimas etapas
del enquistamiento (24h) cuando los trofozoitos se encuentran llenos de ESVs (en verde), y egresa de éstos antes de la
formacion del quiste maduro (48h). Escala: 5 um.

Los mismos ensayos se realizaron en células transfectadas con el constructo ADI-
HA (Touz et al., 2008), aquellas que a pesar de constituir una poblacion clonal que expresa
ADI-HA, mostraron un gradiente en la expresion de la proteina, desde trofozoitos que la
expresan poco, a aquellos con una gran expresion. Se observé por IFl, utilizando el Acm
anti-HA que la mayoria de los pardsitos, particularmente los que presentan baja o media
expresion de ADI-HA, demostraron un cambio de localizacién de ADI desde el citoplasma

hacia el nucleo, como se describié para las células salvajes (Figura 3.2).

“ o
] 12h

Figura 3.2: ADI-HA transloca a los nticleos en las ultimas etapas del enquistamiento. Ensayos de IFl en células
transgénicas ADI-HA con baja o media expresion del constructo, muestran que ADI-HA sufre un cambio de localizacion
desde el citoplasma (6h) a los nucleos (12h-24h) durante el enquistamiento. En rojo: ADI-HA. En verde: CWP1. Escala: 5

pm.

No obstante, resultd llamativo que trofozoitos con alta expresién de ADI-HA donde
ésta muestra una localizacién nuclear muy evidente, no mostraron ESVs, incluso en

estadios tardios del enquistamiento (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Altos niveles de expresiéon de ADI-HA
en nucleo reducen la expresion de CWP1.
Ensayos de IFI mostrando que trofozoitos con alta
expresion de ADI-HA (rojo) en los nlcleos no
expresan CWP1 (verde) durante el
enquistamiento. Escala: 5 um.

Para complementar estos estudios se realizd6 un fraccionamiento sub-celular a
partir de trofozoitos salvajes en crecimiento y a distintos tiempos de enquistamiento (0O,
24 y 48h), y se llevaron a cabo ensayos de inmunotransferencia de las fracciones
citoplasmaticas y nucleares, empleando el Ac policlonal anti-ADI (Figura 3.4). En estos
ensayos el Ac reconocié la especie de ADI SUMOilada (de ~85 kDa), tanto en fracciones
nucleares como citoplasmaticas, aunque su expresién nuclear resulté ser mayor con el
incremento en el tiempo de enquistamiento. Para descartar la presencia de
contaminacién citoplasmatica de las fracciones nucleares, se utilizé el Ac anti-VSP1267
gue reconoce la proteina variable de superficie 1267 localizada en membrana plasmatica.
Estos ensayos muestran que durante las ultimas etapas del enquistamiento la forma

SUMOilada de ADI localiza en los nucleos.
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Figura 3.4: La forma SUMOilada de ADI aumenta su expresion en nticleo a medida que transcurre el enquistamiento.
Resultados del ensayo de inmunotransferencia luego de un fraccionamiento subcelular, mostrando las fracciones
citoplasmaticas y nucleares utilizando el Ac policlonal anti-ADI, 24 y 48h luego de la induccidén del enquistamiento. L:
Lisado celular previo al fraccionamiento; C: Fraccidn citoplasmatica; N: Fraccion nuclear. Como control se empled Ac
anti-VSP1267, no mostrando positividad en las fracciones nucleares.

3.2. La translocaciéon de ADI al nucleo durante el enquistamiento depende

parcialmente de la SUMOilacion

Como se demostré previamente, ADI es una proteina conjugada a SUMO vy
transloca a los nucleos durante el enquistamiento. La SUMOilacion es una modificacién
post-traduccional que regula la localizacién subcelular de proteinas participando en la
translocacién de éstas al nucleo. Con el objeto de estudiar si la SUMOilacion se encuentra
asociada al cambio de localizacion de ADI durante el enquistamiento, se realizaron
ensayos de IFl durante el proceso de diferenciacién a quiste en trofozoitos ADI-HA
utilizando el Acm anti-SUMO 13C5 y el Acm anti-HA. Se emplearon, ademas, los gréaficos
de dispersion y el coeficiente M para cuantificar el grado de colocalizacién de ambas
proteinas en cada estadio de enquistamiento considerado. Los graficos de dispersion
estimaron la cantidad de fluorescencia, basada en la localizaciéon de SUMO (rojo, en el eje
de las y) y ADI-HA (verde, en el eje de las x), ubicandose sobre la diagonal del diagrama de
dispersion los pixeles que colocalizan (en amarillo). Las muestras se tomaron a las 6h, 12h,

24h, 36h y 48h de enquistamiento.
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Como se observa en la Figura 3.5, ADI-HA y SUMO localizaron en el citoplasma en
las primeras horas de enquistamiento (6h), mostrando ambas proteinas un alto grado de
colocalizacion como se refleja en la presencia de colores calidos del diagrama de
dispersion, y el valor del coeficiente M de 0.9705 (aun cuando la expresién de SUMO fue
menor a la observada para ADI-HA). Alrededor de las 12h de enquistamiento, se visualizé
un claro direccionamiento de ADI-HA hacia los nucleos, resultando evidente la
localizacion de esta proteina alrededor de la membrana nuclear, aunque conservando la
localizacion citoplasmatica y en cercania a la membrana plasmatica, donde colocalizé con
SUMO. El alto grado de superposicion entre ambas proteinas se refleja en el valor del
coeficiente M de 0.9857. La marcada localizacion nuclear de ADI-HA, y la concentracién de
SUMO en la zona nuclear se observaron a las 24h de enquistamiento, mostrando el
coeficiente M un valor de 0.9296. A las 36h de enquistamiento ADI-HA se encontrd
exclusivamente en el ndcleo, mientras que SUMO localizé tanto en el ndcleo como en el
citoplasma, resultando el coeficiente M de 0.9170. A las 48h ambas proteinas

colocalizaron en citoplasma.
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Superposicion/
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Figura 3.5: Colocalizacién ADI-HA y SUMO en trofozoitos transgénicos ADI-HA. Ensayos de IFI y microscopia confocal
muestran la expresion de ADI-HA (en verde) y SUMO (en rojo) a las 6h, 12h, 24h, 36h y 48h de enquistamiento. Se
presentan ademas los resultados del andlisis de colocalizacion cuantitativa representados por los graficos de dispersion
y los coeficientes M. Barra, 5 um.

De la misma manera, se utilizaron células transgénicas que sobre-expresan SUMO-
HA en enquistamiento, y se realizaron ensayos de IFl y microscopia confocal empleando el
Acm anti-HA conjugado a FITC para evaluar la expresion del constructo SUMO-HA (en
verde), y el Ac policlonal anti-ADI para analizar la localizacion de la proteina ADI enddgena
(en rojo). Como se muestra en la Figura 3.6 la localizacion de ADI y SUMO-HA fue
citoplasmatica en las primeras etapas del enquistamiento, aunque SUMO-HA mostré una

notable localizacion en cercania a la membrana nuclear. Transcurridas 12h, ambas
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proteinas se mostraron en proximidad a la membrana nuclear y en la zona del cuerpo
medio, incrementando notablemente la expresion de ADI en este estadio. El grado de
superposicién entre ambas proteinas fue alto tal como lo evidencian el grifico de
dispersioén y el coeficiente M de 0.9730. Una marcada colocalizaciéon nuclear entre ADI y
SUMO-HA se observé entre las 24h y 36h de enquistamiento, aunque ambas proteinas
mostraron también localizacién citoplasmatica. El alto grado de superposicion de pixeles
se tradujo en el alto valor del coeficiente M que resultd de 0.9985 y 0.9706,
respectivamente. Como se observé en células que sobre-expresan ADI-HA, la enzima ADI
nativa mostré un cambio de localizacion desde el citoplasma hacia los nucleos durante el
proceso de diferenciacién a quiste, siendo notable la localizacién nuclear entre las 24h y
36h de inducido el proceso. Una alta colocalizacidon entre ADI y SUMO fue puesta en
evidencia en los graficos de dispersion y los coeficientes M en todos los estadios

considerados en el ensayo.
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Superposicion/
anti-ADI Superposicion DAPI

M=0,8757

M=0,9730

expresion de SUMO-HA (en verde) y ADI (en rojo) a las 6h, 12h, 24h y 36h de enquistamiento. Se presentan ademas los
resultados del analisis de colocalizacidn cuantitativa representados por los graficos de dispersion y los coeficientes M.
Escala, 5 um.

El analisis de las células en enquistamiento, empleando el anticuerpo anti-CWP1,
demostrd, ademas, que los trofozoitos que sobre-expresan altos niveles de SUMO-HA en
el nucleo (colocalizando SUMO con ADI en nucleo) no expresaron CWP1, y no mostraron
formacién de quistes. Este resultado es similar al observado en trofozoitos ADI-HA con

una alta expresién de la proteina (Figura 3.7).
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anti-HA

anti-HA/ anti-ADI

anti-ADI

anti-ADI/ anti-CWP1

anti-CWP1

Figura 3.7: La translocacion de ADI a los nucleos durante el enquistamiento, reduce la expresion de CWP1 en
trofozoitos SUMO-HA. Ensayos de IFI muestran ausencia de ESVs (verde) en trofozoitos SUMO-HA (azul) que presentan
ADI (rojo) en el nucleo. Escala, 10 um.

De lo expuesto con anterioridad, se puede especular que mientras SUMO se
encuentre disponible en la célula, ADI se SUMOila y transloca a los nucleos durante el
enquistamiento. De esta manera, la SUMOilacién regula el cambio de localizacién de la
enzima durante la diferenciaciéon del parasito. A fin de confirmar esta hipdtesis, se
emplearon las células ADIxi014-HA que fueron inducidas a enquistarse, y se realizaron
ensayos de IFl (Figura 3.8A). Como control del ensayo se emplearon trofozoitos
transgénicos ADI-HA. Los resultados demostraron que pocos trofozoitos ADIipia-HA
mostraron presencia de ADI en nucleo en comparacidon con lo observado en las células

ADI-HA. Cuantitativamente, menos del 10% del total de trofozoitos contabilizados mostré
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ADlg101a-HA en nucleo a las 24-36h de enquistamiento, en comparacion con un 30% y un
60% del total de trofozoitos que expresaron ADI-HA en nucleo, respectivamente (Figura
3.8B). Estos resultados sugieren, en conjunto, que la SUMOQilaciéon de ADI promueve su
translocacién nuclear. No obstante, la presencia de ADI en nucleo en algunos trofozoitos
ADlx1014-HA mutantes permite especular que, aun en ausencia de SUMOilacién la enzima
continda translocando a éstos, aunque con menor eficiencia que cuando la proteina se
encuentra SUMOilada, pudiendo encontrarse involucrado otro/otros mecanismos en su

cambio de localizacién durante el enquistamiento.
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anti-HA anti-HA/DIC

ADI-HA

ADIK101A-HA

Figura 3.8: La mutacién en el sitio de unidén a
80 - R SUMO reduce la eficiencia de translocacién de
ADI al nucleo. A) IFI utilizando el Ac anti-HA, en
T 36h células mutantes ADI-¢;014-HA en enquistamiento
I (panel inferior) demostrando la reduccién en el
nuimero de trofozoitos que expresan la enzima en
nucleo, respecto a aquellos que sobre-expresan
ADI-HA (panel superior). B) Porcentaje de células
204 ADI-HA y ADly1914-HA con ADI en ntcleo a las 24h
(negro) y 36h (gris) de enquistamiento. Las barras
o i e 000 representan el  promedio del conteo
correspondiente a tres experimentos
independientes, y se acompafian de la desviacion
estandar.
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A los fines de estudiar la relacién entre la mutante de ADI (ADlgi01a-HA) y SUMO, se
realizaron ensayos de IFl y microscopia confocal a distintos tiempos de enquistamiento
(6h, 24h, 36h y 48h), utilizando el Acm anti-SUMO 13C5 y el Acm anti-HA, observandose
ausencia de colocalizacién entre SUMO y ADli01a-HA en los trofozoitos transgénicos

ADl1014a-HA, lo cual indica la pérdida de SUMOilacién de ADI en comparaciéon a aquellos
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gue sobre-expresan ADI-HA. Estos resultados pudieron corroborarse en los graficos de
dispersién que mostraron ausencia de colores calidos y fueron reflejados en los valores de
los coeficientes M <0.05 en todos los estadios considerados. Aun cuando la localizacion de
las proteinas fue citoplasmdtica entre las 6h y 24h de enquistamiento, ADlgjo1a-HA
translocd a los nucleos alrededor de las 36h una vez inducido el proceso de diferenciacion
a quiste. A las 48h ADIgi01a-HA, no obstante, volvid a localizar en citoplasma, acorde a lo

observado en trofozoitos salvajes y en los que sobre-expresan ADI-HA (Figura 3.9).

Superposicion/
anti-HA anti-SUMO DAPI

Figura 3.9: La mutacién en la K101 de ADI muestra ausencia de SUMOilacion en ADly,g4-HA. Ensayos de IFl en
trofozoitos ADIy;914a-HA a las 6h, 24h, 36h y 48h de enquistamiento mostrando la localizacién subcelular de ADlyqg1a-HA
(verde) utilizando el Acm anti-HA, y de SUMO (rojo) empleando un Acm anti-SUMO 13C5. Se presentan ademas los
resultados del analisis de colocalizacion cuantitativa representados por los graficos de dispersidn y los coeficientes M.
Escala, 5 um.

Para analizar si la translocacién al nucleo de ADlki01a-HA, aln en ausencia de

SUMOilaciéon, ocurre sincronizadamente con el enquistamiento, como se observo
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previamente para ADI-HA y ADI nativa, se realizé un analisis tiempo-dependiente en
células ADI1p14-HA. Para ello, se analizé la localizacién de la proteina ADli01a-HA (en rojo)
y la aparicion concomitante de CWP1 (en verde) por ensayos de IFI como se muestra en la
Figura 3.10. A diferencia de lo observado para las células ADI-HA donde el proceso de
translocacién nuclear ocurre entre las 24h-36h de enquistamiento, los resultados
mostraron una progresiva translocaciéon de ADlg01a-HA hacia los nucleos durante el
enquistamiento, presentando ésta localizacidon nuclear (flechas) recién a las 32h-40h una
vez inducido el proceso. En el quiste en formacién (48h) y quiste maduro (56h) la
localizacion de la enzima fue citoplasmatica. Estos resultados sugieren que como ADI-HA,

la forma mutante de ADI (ADIgi0:a-HA) también egresa del ndcleo antes de la formacién
del quiste maduro.

s

Oh 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h

Figura 3.10: Translocacion de ADI a los nucleos durante el enquistamiento en ausencia de SUMOilacién. IFl en células
ADIK9:4-HA a distintos tiempos de enquistamiento (0; 8; 16; 24; 32; 40; 48; 56h) mostrando el transporte citoplasma-
nucleo de ADI (rojo). En verde: CWP1. Las flechas a las 32 y 40h de enquistamiento denotan la localizacién nuclear de ADI.
El esquema muestra graficamente la dindmica de la translocacion de ADI a los nucleos a distintas horas de
enquistamiento. Escala: 5 um.

Los resultados en su conjunto, indican que el cambio de localizacién de citoplasma
a nucleo de ADI durante el enquistamiento es favorecido si la enzima se encuentra
SUMOilada. No obstante, no fue posible descifrar si la reduccién de localizaciéon nuclear de
la mutante ADlxi01a-HA se debe a una baja eficiencia en la importacién nuclear, a un
menor tiempo de retencidon de la enzima en el nidcleo o a una mayor degradacién de la
proteina, considerando que la SUMOilacién (o la falta de ella) es clave tanto para la
translocacién de proteinas al nicleo como para su proteccion proteolitica (Gill, 2004). A

pesar de ello, es claro que la carencia de SUMOilacién retrasa pero no bloquea el
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movimiento de ADI hacia los nucleos, pudiendo existir ademas otras sefiales involucradas

en este proceso.

3.3. Las NLSs participan en la translocacion de ADI a los nticleos durante el

enquistamiento

Una de las vias mejor estudiadas para el transporte nuclear de proteinas con una
masa molecular superior a los 50 kDa, es la que ocurre a través del Complejo del Poro
Nuclear (del inglés Nuclear Pore Complex o NPC), e involucra receptores solubles (las
importinas) que reconocen a sus cargos especificamente a través de una secuencia de
aminodcidos conocida como sefial de localizacién nuclear (NLS, del inglés: Nuclear
Localization Signal), facilitando el paso de los complejo receptor-sustrato al nucleo
(Rothenbusch et al.,, 2012). Las NLSs mejor conocidas y mds abundantes son las
denominadas NLSs clasicas, formadas por un grupo de residuos basicos entre los que
predominan las lisinas y las argininas. Existen dos tipos de NLSs clasicas: las monopartitas
y las bipartitas. Las NLSs monopartitas estdn constituidas por un Unico grupo de residuos
basicos mientras que las NLSs bipartitas se componen de dos aminodcidos basicos,
seguidos de una regidn espaciadora de 10-12 aminodcidos y un grupo bdsico donde tres
de cinco aminoacidos resultan basicos. Este tipo de sefales son reconocidas
especificamente por la Importina q, y las proteinas que las contienen son transportadas al
nucleo por el heterodimero Importina a/Importina B1 (Kosugi et al., 2009).

A fin de dilucidad posibles NLSs en la secuencia de ADI, se realizaron analisis
bioinformaticos pudiendo detectar en ADI la presencia de dos NLSs (Figura 3.11): una
sefial conservada bipartita RRGIVMGQFQAPQRRREQ con dos residuos bdsicos (RR) y tres
residuos basicos (RRR) separados por once residuos espaciadores, y una secuencia
consenso monopartita PQRRREQ que se inicia con una prolina (P) seguida de un segmento

basico con tres residuos R.
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MTDFSKDKEKLAQATQGGENERAEIVVVHL PQGTSFLTSLNPEGNLLEEPICPDELRRDH
EGFQAVLKEKGCRVYMPYDVLSEASPAEREVLMDQAMASLKYELHATGARI TPKMKY CVS
DEYKRKVLSALSTENLYDVILSEPVIHLAPGVRNTALVTNSVETHDSNNMVEMRDQQITT

/LALI FWKRLGARVVGDCREGGPHCMLEGGDFYPVS PGLAMM
GVGLRSTYVGAQY LMSKD LLGTRRFAVVKDCFDQHQDRMHLDCTFSVLHDKLVVLDDY IC
SGMGLRYVDEWIDVGADAVKKAKS SAVTCGNYVLAKANVEFQQWLSENGYTIVRIPHEYQ
LAYGCNNLNLGNNCVLSVHQPTVDF IKADPAYISYCKSNNLPNGLDLVYVPFRGITRMYG
SLHCASQUVYRTPLAPAAVKACEQEGDGIAAT YEKNGEPVDAAGKKFDCVIYIPSSVDDL
IDGLKINLRDDAAPSREI IADAYGLYQKLVSEGRVPY ITWRMPSMPVVSLKGAAKAGSLK
AVLDKIPQLTPFTPKAVEGAPAAYTRYLGLEQADICVDIK

Figura 3.11: Secuencia de aminoacidos de ADI y sus dos NLSs. ADI muestra en su secuencia primaria dos NSLs: una
bipartita (en rojo) RRGIVMGQFQAPQRRRE entre las posiciones 181-197 y una monopartita (en azul) PQRRREQ entre las
posiciones 192-198.

En vistas a dilucidar si las NLSs conservadas en ADI resultan funcionales y son
responsables del ingreso de la enzima al nucleo, se realizaron construcciones con
mutaciones en el motivo bipartita y el monopartita. En base a analisis bioinformaticos, las
mutaciones se disefiaron considerando la influencia en la localizaciéon tedrica de la
proteina luego de la sustitucion por el residuo A (Tabla 3.1) considerando distintas
posibilidades de participacién de estos motivos en la translocacién de la proteina a los

nucleos.

Tabla 3.1: Mutaciones en las NLSs de ADI y la prediccion in silico de su participacion en la translocacion de la proteina

al nucleo
Mutacién RRGIVMGQFQAPQRRREQ RRGIVMGQFQAPQRRRE PQRRREQ
mNLS1 AAGIVMGQFQAPQRRREQ Falta de unién Unidn
mNLS2 RRGIAAGQFQAPQRRREQ Unién Unién
mNLS3 RRGIVMGQFQAAQRRREQ Unién Falta de unién
mNLS4 RRGIVMGQFQAPQRRRAA Falta de unién Falta de unién

Utilizando el programa provisto por STRATAGENE (Quick-Change Primer Design
Program) se disefiaron los cebadores para cada una de las mutaciones, y empleando como
templado el plasmido ADI-HA, se sigui6 el protocolo provisto en el ensayo de mutagénesis
QuikChange (Stratagene), como se describe en la seccién MyM. De todas las mutaciones
posibles, la mNLS4 no pudo expresarse en bacterias, descartdndose del analisis.

Para estudiar si las NLSs se encuentran involucradas en el cambio de localizacién
de ADI durante el proceso de diferenciacidn a quiste, se indujo el enquistamiento en

trofozoitos sobre-expresando ADI-HA (como control positivo) y trofozoitos con las
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distintas mutaciones en los sitios de localizacion nuclear (mNLS1-HA, mNLS2-HA, mNLS3-
HA), recogiéndose las células a las 36h de enquistamiento para la realizacion de ensayos
de IFI (Figura 3.12A). El proceso de enquistamiento se evalué con el Acm anti-CWP1 para
correlacionar la localizacién subcelular de cada constructo con la expresién de estas
proteinas especificas del enquistamiento. Los resultados demostraron que todas las
sustituciones realizadas, redujeron la acumulacion de ADI en los nucleos en las células
enquistantes en comparacidon con los trofozoitos transgénicos ADI-HA. Sin embargo,
sustituciones por A en los dos primeros residuos basicos (RR: mNLS1) de la primera
porcidn del motivo bipartita (posicion 181-182) mostraron una menor disminucién (60%)
de la translocacién al nlcleo, respecto a las otras mutaciones (Figura 3.12B y C). Las
sustituciones de Valina (V) y Metionina (M) (VM: mNSL2) por A, y la sustitucién de P por A
en la primera parte del motivo monopartita (P: mNLS3) mostraron una reducciéon del 90 y
85%, respectivamente, comparados con los trofozoitos transgénicos ADI-HA. Los
resultados en trofozoitos transgénicos mNLS1-HA y mNLS3-HA fueron acordes a la
prediccion in silico, en tanto mNLS2-HA (donde la translocacidn al nucleo no deberia haber
sido afectada, segun la prediccion tedrica) resulté ser la poblacién que mostré menor
numero de células con ADI en nucleo. Los resultados sugieren entonces, que ambas NLSs:
la monopartita y bipartita son sitios activos involucrados en el ingreso de ADI al nucleo, y
gue mutaciones en otros aminoacidos, ademas de los residuos basicos, alteran la entrada

de la proteina al nucleo.
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Figura 3.12: Mutaciones en NLSs alteran la translocacion de ADI a los nucleos durante el enquistamiento. A) IF|
y Microscopia Confocal muestran que sustituciones en la primera porcion del motivo de localizacién nuclear
mono o bipartita (mNLS1, mNLS3) inducen acumulacién de ADI en el nucleo, no alterando su entrada normal
durante en enquistamiento de ADI en los nucleos. Mutaciones en dos residuos hidrofébicos (V y M) del motivo
bipartita (mNLS2) alteran el ingreso de la enzima al nucleo. Barra, 5 um. En verde: CWP1. DIC. B) Porcentaje
promedio de células mNLS1-HA, mNLS2-HA y mNLS3-HA con ADI en nucleo. Las barras representan el promedio
del conteo correspondiente a tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacidn
estandar. C) Relacién de células mNLS1-HA, mNLS2-HA y mNLS3-HA con ADI en nucleo (en gris) en relacion con
células ADI-HA que muestran ADI en localizacion nuclear (en negro).
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3.4. ADI actiia como PAD sobre histonas durante el enquistamiento

Las histonas, ademas de su rol en el empaquetamiento del ADN, pueden regular la
transcripcion a través de modificaciones de sus extremos N-terminales, representando
éste uno de los principales mecanismos de regulacion epigenética de la expresion génica
(Yee et al., 2007). En nuestro grupo de trabajo se ha descripto que la enzima ADI puede
comportarse como una PAD, siendo importante en el proceso de variacidon antigénica. De
manera especifica, se demostré que ADI actua sobre el extremo citosélico CRGKA de las
VSPs transformando la arginina presente en el mismo en citrulina; resultando esta
modificacion clave para el cambio de una VSP por otra (Touz et al., 2008). En células
eucariotas, se ha descripto que PAD4 recluta promotores de numerosos genes a través de
la deiminacidn de las histonas H3 y H4, asociandose esta modificacién a la disminucidn del
nivel transcripcional de los genes a través de un mecanismo no completamente dilucidado
(Wang et al., 2004). Siguiendo esta linea de pensamiento, y segun nuestras hipétesis, ADI
translocaria a los nucleos durante el enquistamiento para citrulinar histonas regulando
negativamente el proceso de diferenciacion a quiste. El enquistamiento en Giardia es
regulado a nivel transcripcional y resulta en altos niveles de transcripcién de genes
especificos de enquistamiento. Para investigar si los mecanismos epigenéticos
dependientes de la citrulinacidén de histonas se encuentran involucrados en el proceso de
diferenciacién a quiste, se compararon los niveles de citrulinacién en células en
crecimiento y enquistamiento. La deteccidén de citrulinacién en proteinas no resulta un
procedimiento sencillo, requiriendo en general un proceso de enriquecimiento de
proteinas citrulinadas y anticuerpos capaces de detectar la citrulina modificada (Senshu et
al., 1992; Tutturen et al.,, 2010). Para ello, y con el fin de dilucidar en principio la
localizacion subcelular de proteinas citrulinadas en Giardia, se realizaron ensayos de IFI
(Figura 3.13), utilizando un Ac policlonal anti-citrulina, en trofozoitos salvajes en
crecimiento y luego de 36h de enquistamiento; como asi también sobre quistes. Estos
ensayos mostraron un patrén difuso de localizacion de proteinas citrulinadas en el estadio
de crecimiento y quiste, y la agregacion de proteinas citrulinadas alrededor de los nucleos

y dentro de ellos, en las Ultimas etapas del enquistamiento. El patrén de localizacion de
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proteinas citrulinadas es acorde al observado para ADI, la enzima responsable del proceso

de deiminacién en Giardia lamblia.

anti-citrulina/  anti-citrulina/
anti-citrulina DAPI DIC

Figura 3.13: ADI como PAD en Giardia lamblia. IFl utilizando un Ac policlonal anti-citrulina
(verde) mostrando la presencia de proteinas citrulinadas en células salvajes en crecimiento (T),
enquistamiento (E) y quistes (Q). Se muestran los DIC. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.
Escala: 5 um

Dos copias de genes de cada una de las histonas H2a, H2b y H3, y tres copias del
gen de H4 han sido identificadas en GDB, sin encontrarse el gen codificante para la histona
H1 (Yee et al., 2007). A fin de demostrar si ADI actia como PAD de histonas, se purificaron
histonas de trofozoitos salvajes y de aquellos que sobre-expresan ADI-HA en crecimiento y
enquistamiento (36h), a partir de un protocolo de extraccion con acido sulfurico y acetona
para histonas, mostrando los geles de SDS-PAGE histonas purificadas con pesos
moleculares de entre 10-20 kDa, en concordancia con las masas moleculares predichas
para las histonas de Giardia. Otras proteinas, presentes en forma de bandas de menor
movilidad electroforética (entre ~20 kDa y ~85 kDa) pudieron observarse como

contaminantes de la preparacidn de histonas, y pueden corresponderse a otras proteinas
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cromosomales, como se ha informado en otros procedimientos de purificacion de
histonas (Triana et al., 2001) .

Para identificar histonas, las bandas de SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl
Sulfate- Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) fueron escindidas, digeridas con tripsina y
analizadas por espectrometria de masas (MALDI-ToF-MS del inglés, Matrix-Assisted Laser
Desorption-lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry), correspondiendo la banda de
~11 kDa con la histona H4, la banda de ~14 kDa con la histona H2A y la banda de ~15 kDa
que se identificé como histona H2B. Una banda de ~18 kDa no pudo identificarse por este
método, y es posible que corresponda a la histona H3 considerando la movilidad
electroforética sugerida (Triana et al., 2001). Se realizaron posteriormente ensayos de
inmunotransferencia sobre las fracciones purificadas, para detectar la presencia de
residuos citrulinados utilizando el Ac policlonal anti-citrulina. Estos ensayos, mostraron la
presencia de proteinas citrulinadas en la regién del gel comprendida entre los 11-16 kDa
correspondiente con las masas moleculares predichas para histonas en células en
enquistamiento, no identificAndose citrulinacion en trofozoitos en crecimiento. Los
analisis del patrén de histonas citrulinadas en células transgénicas ADI-HA no mostraron

diferencias significativas con lo observado para células salvajes (Figura 3.14).

A B

kDa T E Figura 3.14: ADI citrulina histonas
kDa 3 3 en Giardia lamblia durante el
190. 120- |/ ) enquistamiento. A) Gel de
85- acrilamida tefiido con Coomassie
85- Blue mostrando los productos de
G5 la purificacion de histonas en
0 : trofozoitos en crecimiento,
40- 50- confirmando por Espectrometria
de Masas la correspondencia entre
25- 40- % algunas bandas y las histonas de
. Giardia (H2a; H2b; H4). B) Ensayos
a0 de inmunotransferencia utilizando
15- H2b 25- el Ac policlonal anti-citrulina
H2a mostrando la  presencia de
Ha 15- ) citrulina en histonas de trofozoitos
10- - en  enquistamiento  (E). T:

10- trofozoitos en crecimiento.
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Los resultados en su conjunto sugieren que la localizacién de ADI en el nucleo
durante las ultimas etapas de enquistamiento se encuentra relacionada a su funcién como

PAD, actuando particularmente sobre histonas.

3.5. La translocacidon de ADI al nucleo regula negativamente el proceso de

enquistamiento

Como se describid previamente, el enquistamiento en Giardia lamblia es un
proceso que implica complejos cambios moleculares y morfolégicos de los trofozoitos en
respuesta a la deprivacién de colesterol en las ultimas regiones del intestino delgado
(Adam, 2001); evento que gatilla la sintesis de CWPs, que transportadas hacia la
membrana plasmatica en ESVs, se liberan formando la pared del quiste (Gillin et al., 1996).
Durante el enquistamiento, ADI transloca a los nucleos, mostrando las células que sobre-
expresan altos niveles de ADI-HA con ADI en nucleo pocas ESVs, como pudo visualizarse
por IFl (Figura 3.3). A fin de complementar estos resultados, se evalud si durante el
enquistamiento existen cambios en la expresién del gen de adi por medio de la realizacién
de ensayos Slot blot y RT-PCR a 0Oh, 6h, 24h y 48h de enquistamiento, en células salvajes y
gue sobre-expresan ADI-HA. Analisis de la expresién de adi utilizando el gen de la enzima
glutamato deshidrogenasa (gdh) como referencia, no mostraron diferencias en el nivel de
ARNm a lo largo del proceso de enquistamiento ni en trofozoitos salvajes ni en los que
sobre-expresan ADI-HA (Figura 3.15A), aun cuando la expresion de adi fue casi 3 veces

mayor en trofozoitos transgénicos respecto a los salvajes (Figura 3.15B).
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Figura 3.15: adi incrementa su expresion en trofozoitos ADI-HA. A) Ensayos de Slot blot mostrando
cualitativamente la expresion génica de gdh y adi a 0,6,24 y 48h de enquistamiento en células salvajes (WB/1267)
y trofozoitos ADI-HA. Para el ensayo se utilizaron 2 ug de ARN total y se muestra el aumento en la expresion de
adi en trofozoitos ADI-HA respecto a los salvajes. Como control de carga se testearon los niveles de ARNm de gdh
utilizando una sonda complementaria especifica. B) Analisis de la expresion génica de gdh y adi por RT-PCR
cuantificando la densidad optica por densitometria de cada banda, comparando trofozoitos salvajes y
transgénicos. Los datos representan la media y desvio estdndar para un n=4 de dos experimentos independientes.

Al trasladar los estudios a nivel de proteinas, se observé por inmunotransferencia
(Figura 3.16) que la expresidon de ADI y citrulina en células transgénicas ADI-HA fue mayor
a la observada en las células salvajes. Ademas la expresidon de ADI en trofozoitos ADI-HA,
aumenté durante el enquistamiento, aungque no se observaron cambios en la citrulinacion
de las VSPs durante este proceso, lo que sugiere que posiblemente ADI se encuentre
desempeiiando otra funcidon durante la diferenciacion del parasito. El incremento de
expresion de ADI a nivel de proteina, y la ausencia de cambios a nivel del ARNm, permite
especular que el incremento de expresién de la enzima durante el enquistamiento se
asocia a una disminucidn en la degradacion de la proteina, y no a una mayor sintesis.

Se observd ademads una reduccién en la expresion de CWP2 en los trofozoitos que
sobre-expresaban ADI-HA respecto a los salvajes, corroborando estos resultados lo
observado por IFl, y demostrando que ADI participa del proceso de enquistamiento,

regulando la expresidn génica de proteinas especificas de dicho proceso.
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A fin de determinar si ADI regula negativamente el proceso de enquistamiento, se
realizaron ensayos de PCR en tiempo real (Figura 3.17) para los genes de cwps a partir del
ARN extraido de trofozoitos salvajes que sobre-expresan ADI-HA y ADli0:a-HA a 36h de
enquistamiento. Los resultados mostraron una disminucién (p< 0.05) en los niveles de
ARNm de los genes de cwpl y cwp2 enddgenos, en trofozoitos ADI-HA respecto a los
expresados por trofozoitos salvajes, sin registrar cambios significativos en los genes cwp3.
Las células ADIxi014-HA, por el contario, mostraron un incremento significativo en los
niveles de expresidn de cwpl, cwp2, cwp3 en comparacién con los de los trofozoitos
salvajes, durante el enquistamiento. Estos resultados sugieren un rol de ADI en la

regulacién de los genes de cwps durante el proceso de diferenciacidn a quiste.
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Figura 3.17: Efecto de ADI-HA y ADIy;0:4-HA en la expresion de genes de enquistamiento cwpl, cwp2 y cwp3.
Comparacion en la expresion de cwpl, cwp2 y cwp3 por PCR en tiempo real en trofozoitos salvajes (WB/1267), ADI-HA y
ADly;014-HA, a las 36h de enquistamiento. El grado de expresidon que se muestra en las barras representa el promedio de
tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticas respecto al valor de referencia (células salvajes) con un p < 0.05.

Para complementar estos estudios, se realizaron ademas ensayos de citometria de
flujo (Figura 3.18), utilizando un Acm anti-CWP1, cuantificando la cantidad de quistes
producidos dentro de la poblacién total de trofozoitos salvajes, que sobre-expresan ADI-
HA y ADIg101a-HA. A fines de considerar sélo la poblacidn correspondiente a la de quistes,
gue expresan CWP en su superficie, las células no fueron permeabilizadas. Los resultados
mostraron una marcada reduccidn en el porcentaje de quistes producidos en células que
sobre-expresan ADI-HA (3.3%) respecto a las células salvajes (17%). En células ADl1014-HA,
el porcentaje de quistes formados aumenté (21.6%) en comparacién con los trofozoitos

salvajes (17%).
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Figura 3.18: Efecto de ADI-HA y ADlIgy4:4-HA en la produccidn de quistes en Giardia lamblia. Citometria de Flujo en
células en enquistamiento no permeabilizadas mostrando el porcentaje de quistes en trofozoitos salvajes (WB/1267),
que sobre-expresan ADI-HA y que sobre-expresan ADlg;014-HA utilizando un anticuerpo anti-CWP1 marcado con FITC.

Los resultados obtenidos indican que la SUMOilacién y la translocacién de ADI a los
nucleos mediada por esta modificacion post-traduccional, se encuentran directamente
relacionada a la regulacidon negativa de las proteinas involucradas en el proceso de
enquistamiento en Giardia lamblia.

Para analizar si la reduccién en la localizacién nuclear que involucra a las sefiales de
localizacion nuclear se relaciona a la expresién de los genes cwps, se realizé ademas PCR
en tiempo real utilizando el ARNm de células transgénicas mutantes en las NLSs durante el
enquistamiento. De esta manera, se observd que mutaciones en la primera porcién de la
NLS bipartita (mNLS1) mostraron disminuciéon significativa en la expresidon de los genes
cwp?2 respecto a los trofozoitos salvajes, sin registrar diferencias significativas en la
expresion de cwpl y cwp3. A diferencia de ello, las mutaciones mNLS2 y mNLS3
incrementaron significativamente la expresién de los genes cwpl y cwp3, y mostraron una

reduccion en la expresion de cwp2 (Figura 3.19).
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Figura 3.19: Efecto de mNLS1, mNLS2 y mNLS3 en la expresion de genes de enquistamiento cwpl, cwp2, cwp3.
Comparacion en la expresidon de cwpl, cwp2 y cwp3 por PCR en tiempo real en trofozoitos salvajes (WB/1267), mNLS1-
HA, mNLS2-HA y mNLS3-HA, a las 36h de enquistamiento. El grado de expresidon que se muestra en las barras
representa el promedio de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacidn estandar.
Los asteriscos indican diferencias estadisticas respecto al valor de referencia (células salvajes) con un p < 0.05.

Cuando se analizé el porcentaje de quistes producidos por citometria de flujo
(Figura 3.20), se observo que todas las mutantes mostraron porcentajes intermedios
entre las células ADI-HA y ADIki014-HA, pudiendo explicarse la parcial regulaciéon negativa
de los genes cwps en estas células mutantes a que en todos los trofozoitos mutantes para
las NLSs, la SUMOilacién de la enzima tiene lugar y que la enzima en los nucleos es
funcional. Sin embargo, seran necesarios analisis funcionales mas profundos para dilucidar
el rol de estas mutantes en la regulacién del proceso de enquistamiento, y seran tdpico de

futuros trabajos en el laboratorio.
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Figura 3.20: Efecto de mNLS1, mNLS2 y mNLS3 en la produccion de quistes en Giardia lamblia. Citometria de Flujo
en células en enquistamiento no permeabilizadas mostrando el porcentaje de quistes en trofozoitos mNLS1-HA,
mNLS2-HA y mNLS3-HA utilizando un anticuerpo anti-CWP1 marcado con FITC.

Considerando que los factores de transcripcion Myb2 y WRKY pueden regular la
expresion de genes relacionados al enquistamiento, se analizé si la sobre-expresién de ADI
(ADI-HA) y la ausencia de SUMOilacion (ADlgip1a-HA) influye en la expresidon génica de
estos factores realizando ensayos de PCR en tiempo real en trofozoitos salvajes
(WB/1267), ADI-HA y ADIk1014-HA (Figura 3.21). Los resultados mostraron una reduccién
significativa en la expresion de myb2 en células ADI-HA con respecto a las salvajes y un
aumento de la expresion en trofozoitos ADIkig14-HA (panel izquierdo), poniendo de
manifiesto, ademas, un claro incremento en la expresién del factor de transcripcién wrky
en trofozoitos ADIx;0:4a-HA (panel derecho), en tanto la expresién en ADI-HA no mostrd
cambios con respecto a los trofozoitos salvajes. Los resultados permiten especular el rol
de ADI en la regulacidon del proceso de enquistamiento, sea directamente sobre la
expresion de los genes cwpl-3 o indirectamente a través de la regulacién de myb2. No
obstante, estudios mds profundos y extendidos a otros factores de transcripcion serdn
realizados a futuro, con el objetivo de dilucidar la cascada de sefiales que regulan el

proceso de enquistamiento en Giardia lamblia.
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Figura 3.21: Efecto de ADI-HA y ADlg;0;a-HA en la expresion de los factores de transcripcion myb2 y wrky.
Comparacion en la expresion de myb-2 y wrky por PCR en tiempo real en trofozoitos salvajes (WB/1267), ADI-HA y
ADly1014-HA, a las 36h de enquistamiento. El grado de expresion que se muestra en las barras representa el promedio
de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacidon estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticas respecto al valor de referencia (células salvajes) con un p < 0.05.

Conclusiones Parciales:

En este Capitulo se profundiza el rol de modificaciones epigenéticas como
SUMOilacioén y citrulinacién en el proceso de enquistamiento de Giardia. Por mutaciones
sitio-dirigidas en el sitio de SUMOilacién de ADI se observd una disminucién en la
translocacién de la proteina a los nucleos, aunque durante el proceso ADI transloca a
éstos por sus sefales de localizacion nuclear (NLSs). Dentro del nucleo, la enzima modifica
histonas por citrulinacion, encontrandose esta modificacién posiblemente involucrada en
la regulacidon negativa de la expresion de cwpl cwp2y myb2 y la formacion del quiste
maduro. Nuestros resultados sugieren que ADI participa del enquistamiento en Giardia
lamblia, siendo la SUMOilacién vy citrulinacién modificaciones post-traduccionales claves

en el proceso de diferenciacion a quiste.
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Capitulo 4: Discusion General

| igual que muchos otros organismos parasitos, Giardia lamblia ha

desarrollado mecanismos de adaptaciéon para sobrevivir a los cambios

ambientales que confronta durante su ciclo de vida resultando clave
en estos procesos, el rol desempeiiado por ADI. ADI es la enzima responsable de deiminar
argininas a citrulina en Giardia, con la capacidad uUnica de actuar sobre L-Arg
(compartiendo esta caracteristica con las células procariotas) y sobre la arginina que
compone péptidos o proteinas (de manera similar a las PADs de eucariotas). Giardia,
considerada una célula eucariota tempranamente divergente en la historia evolutiva,
posee una magquinaria celular minima y un ciclo de vida que obliga al pardsito a adaptarse
continuamente. Debido a estas caracteristicas es posible que alterne la funcién de sus
proteinas segun los requerimientos externos, resultando sus funciones importantes
durante la adaptaciéon, diferenciaciéon y supervivencia del parasito (Vossenaar et al.,
2003b; Galkin et al., 2004).

Las proteinas son a menudo modificadas covalentemente, representando las
modificaciones post-traduccionales mecanismos para regular su actividad, localizacién o
estabilidad (Itahana et al., 2006; Hickey et al., 2012). Como se demostré en este Trabajo
de Tesis, ADI es una enzima SUMOilada. La modificacidn de proteinas por Ubiquitina y
modificadores relacionados a ésta, constituye uno de los mecanismos mas complejos e
intensamente estudiados de regulaciéon post-transcripcional. Conservados en el linaje
eucariota, y relacionados a las proteinas transportadoras de azufre en procariotas (que
emplean similares mecanismos de conjugacion), estos procesos parecen tener un origen
comun siendo los parasitos, y Giardia en particular, un interesante modelo para su
comprensién (Ponder and Bogyo, 2007; Ponder et al., 2011).

Los modificadores relacionados a Ubiquitina constituyen una superfamilia de
proteinas con similitud estructural a Ubiquitina, capaces de formar como ésta enlaces
isopeptidicos entre sus grupos carboxilo terminal y residuos K de sus proteinas substrato

(Hay, 2001). Dentro de este gran grupo de modificadores, la proteina SUMO ha
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despertado gran interés durante la ultima década, surgiendo la SUMOilacién como una
novedosa modificacién post-traduccional involucrada en una gran diversidad de procesos
celulares. Estos incluyen: regulaciéon transcripcional, respuesta al dafio de ADN, control
epigenético, localizacién y estabilidad de proteinas, respuesta al estrés, progresién del
ciclo celular y transporte de proteinas al nucleo (Mahajan et al., 1997; Matunis and
Pickart, 2005). Aunque descripta ampliamente en casi todos los eucariotas superiores e
incluso en parasitos como Trypanosoma, Toxoplasma y Plasmodium, este trabajo presenta
por primera vez evidencia experimental de la presencia de SUMOilacién en Giardia
lamblia.

Como se demostrd en el Capitulo 2, los componentes bioquimicos que participan
en la SUMOilacion y deSUMOilacion se identificaron en Giardia, infiriendo que esta
modificacidon post-traduccional es un proceso regulatorio en este pardsito, como en otros
eucariotas. En contraste a lo que se observa en Arabidopsis thaliana (Kurepa et al., 2003) y
en mamiferos (Bossis and Melchior, 2006; Garaude et al., 2008), donde varios miembros
de la familia SUMO han sido descriptos, y de manera similar a lo que ocurre en
Saccharomyces cerevisiae (Rosonina et al., 2010), invertebrados (Muller et al., 2001) y
otros parasitos como Plasmodium falciparum (lssar et al., 2008), Toxoplasma gondii
(Braun et al.,, 2009), Trypanosoma brucei (Liao et al.,, 2010; Klein et al., 2013) y
Trypanosoma cruzi (Bayona et al., 2011), Giardia lamblia contiene un Unico gen que
codifica para SUMO. Esta proteina es conservada en el parasito, segin se demostré por el
alineamiento de secuencias y el alineamiento estructural. Considerada Giardia una célula
eucariota de origen temprano, la presencia de SUMO en este organismo sugiere que el
proceso surgié tempranamente en la evolucidn, y que su funcion es de caracter esencial
en la célula.

La SUMOilacién de proteinas es regulada por una compleja cascada enzimatica,
siendo el gen que codifica para la proteasa de SUMO (SP: GL50803_16438) el unico
representante de la via de SUMOilacion/deSUMOilacién presente en el genoma del
parasito. Sin embargo, se han identificado por analisis in silico proteinas candidatas

involucradas en la activacién y conjugacién de SUMO a sus sustratos.
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Las proteasas de SUMO desempenan dos roles importantes en la via de
SUMOilacién: participan, por un lado, del procesamiento de los precursores de SUMO
exponiendo el motivo GG antes de la conjugacién y, por otro, desconjugan SUMO de la
proteina blanco (Alegre and Reverter, 2011; Ponder et al., 2011). Aunque existen
proteasas especializadas en una u otra funcién como la proteasa Ulp2 (del inglés, UBL-
specific protease 2) de levaduras que no interviene en el clivaje del precursor (Johnson,
2004), la mayoria de las proteasas de SUMO descriptas son responsables de ambos
procesos. Analisis in silico, han revelado que SP en Giardia es una cisteina proteasa
caracterizada por la presencia de una triada catalitica conservada (H-A-C) para
desempeiiar su rol como hidrolasa e isopeptidasa, durante los procesos de maduracion y
desconjugacion, respectivamente (Kim et al.,, 2000). La sobre-expresion de SP-HA y los
ensayos de IFl, han revelado que la proteina presenta una localizacidn subcelular variable
en el parasito localizando en el citoplasma, cerca de la membrana plasmatica, los flagelos
y nucleos. Estudios en levaduras y mamiferos sugieren que la localizacion subcelular de las
proteasas de SUMO contribuye a la seleccidn del sustrato in vivo (ltahana et al., 2006). En
levaduras, la especificidad de sustratos de las proteasas Ulpl y Ulp2 es altamente
influenciada por la localizacién celular. Ulp2 localiza en el nucleoplasma y Ulpl se
encuentra principalmente en la superficie interna del NPC. Sin embargo, una fraccion de
Ulpl es exportada al citoplasma en una manera ciclo-especifica para participar en la
deSUMOilacién de proteinas (ltahana et al.,, 2006). En mamiferos, la mayoria de las
proteasas de SUMO se concentran en el nucleo (Johnson, 2004; Itahana et al., 2006). No
obstante, algunas, como la SENP6, presentan localizacion tanto nuclear como
citoplasmatica (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). Un interesante aporte al respecto
fue provisto por el grupo de Itahana, quienes demostraron un cambio de localizacién de la
proteasa SENP2 humana entre el nucleo y el citoplasma donde sefiales de importacion y
exportacion nuclear se encuentran involucradas (ltahana et al., 2006). Dado la localizaciéon
de conjugados a SUMO tanto en compartimentos nucleares como citoplasmaticos, es
posible que exista una localizacién SUMO-dependiente para la proteasa, pudiendo la

maduracion de las formas de SUMO libre y la deSUMOilacion de los sustratos estar
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regulada por procesos celulares, como la progresién del ciclo celular. Considerando que
un requisito para la SUMOilacién en un compartimento celular especifico es la
disponibilidad de las enzimas requeridas para la conjugacion y desconjugacion (Geiss-
Friedlander and Melchior, 2007), y que la via de SUMOilaciéon regula la funcién de una
variedad de substratos, la existencia de una unica isoforma de la proteasa de SUMO en
Giardia, podria asociarse a su participacion en ambos procesos: el de maduracion vy
desconjugacidn. Esta serfa la causa de su localizacién tanto en el ndcleo como en el
citoplasma, como se refleja en los ensayos de IFl. Para regular el cambio de localizacién de
la SP, Giardia debe ser capaz de deSUMOilar selectivamente los sustratos en el nucleo y/o
citoplasma, teniendo gran flexibilidad en la regulacién de su actividad. Futuros estudios se
requeriran, para determinar la especificidad de la SP en Giardia, la relaciéon con la
localizacion subcelular de la proteina, y su funcionalidad. Aunque la maquinaria de
conjugacién es importante en la cascada de SUMOilacién, el rol esencial de las enzimas
desconjugantes en multiples vias bioldgicas y la identificacion de inhibidores de estas
enzimas, indican que pueden presentar potencial importancia como blanco de drogas
contra parasitos.

Proteinas hipotéticas correspondientes a la subunidad SAE2 (GL50803_6288) de la
enzima SUMO E1 de activacién, y un gen que codificaria para la SUMO E2 de conjugacion
(GL50803_24068), fueron identificadas en base a la comparacion de secuencias de
proteinas ortdlogas de otros organismos. Ha sido descripto que aunque las enzimas E1 y
E2 involucradas en la ubiquitinacién se encuentran estrechamente relacionadas a las que
participan de la cascada de SUMOilacidn (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007), SUMO es
conjugado a las proteinas blanco por una via andloga, pero diferente a la del sistema de
conjugacién a Ubiquitina (Dorval and Fraser, 2007). El sistema de ubiquitinacién ha sido
descripto en Giardia (Gallego et al., 2007; Nino et al., 2013), mostrando las proteinas
predichas para la via de SUMOilacidon alta similitud con aquellas, a pesar de la
conservaciéon de dominios caracteristicos de las que participan del proceso de conjugacién
a SUMO. Surge, en consecuencia, la necesidad de estudios bioinformaticos y funcionales

mas profundos, para caracterizar estas proteinas como parte de la cascada de
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SUMOilacion. La ausencia de enzimas SUMO E3 ligasas y la falta de identificacidon de la
subunidad SAE1l, podrian sugerir la presencia de un mecanismo de SUMOilacion
simplificado en comparacién al presente en eucariotas superiores. Acorde con la
literatura, aunque la interaccion con SUMO durante el proceso de activacién es mediada
exclusivamente por SAE2, todas las enzimas SUMO E1 caracterizadas hasta el momento
son heterodimeros (Johnson, 2004), sin encontrarse funcionalidad de la subunidad SAE2
en ausencia de la SAE1. No obstante, dado que el genoma de Giardia codifica para formas
simples de muchos procesos celulares y posee un limitado repertorio metabdlico que hace
gue algunas proteinas sean redundantes con otras, es posible que el parasito haya
adquirido un sistema de SUMOilacion basal con caracteristicas inusuales en comparacién a
otros organismos (quizds con los componentes minimos indispensables para tal fin). Otra
posibilidad es que cuente con un mecanismo simplificado de SUMOQilacién, acorde a su
condicién de organismo basal (Ankarklev et al., 2010). Aunque se han identificado
parcialmente a algunos de los componentes de la via de SUMOilacién en Giardia lamblia,
la comprensién de este proceso se encuentra en las etapas iniciales y los estudios que se
llevaran a cabo estaran relacionados a estudiar el mecanismo de conjugacidon a SUMO, los
posibles sustratos y los procesos en los cuales esta modificacidon post-traduccional se
encuentra involucrada.

Desde el descubrimiento de la SUMOilacién como modificacidon post-traduccional
de proteinas, mucho se ha avanzado en el sistema enzimatico que media la conjugacién y
desconjugacion de esta proteina en células eucariotas. No obstante, la identificacion de
substratos SUMOilados no resulta un procedimiento técnicamente sencillo y requiere de
ensayos e instrumentacion sensible, debido a que: (i) muchas proteinas conjugadas a
SUMO se encuentran presentes por debajo de los limites de deteccién (Wang et al., 2008),
(ii) para la mayoria de las proteinas conjugadas, sélo una pequena fraccién del sustrato
(menos del 10%) es SUMOilado en un momento determinado, (iii) y existe una fuerte
actividad de las proteasas de SUMO en lisados celulares requiriendo la presencia de
inhibidores especificos (Johnson, 2004; Issar et al., 2008). Ensayos de IFl y de

inmunotransferencia revelaron en Giardia, la posible presencia de proteinas SUMOiladas,
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de localizacion subcelular tanto nuclear como citoplasmatica. Aunque la SUMOilaciéon es
conocida por dirigir proteinas hacia el nicleo y la mayoria de enzimas necesarias para el
procesamiento de SUMO se encuentran enriquecidas en éste (Geiss-Friedlander and
Melchior, 2007), la SUMOilacién no sélo se restringe a compartimentos nucleares, y varios
estudios en otros organismos han puesto en evidencia la SUMOilacién de proteinas en el
citoplasma, membrana plasmatica, mitocondria y RE, dependiendo del proceso que se
regule (Colby et al., 2006; Geiss-Friedlander and Melchior, 2007; Scheschonka et al.,
2007). Se conoce, ademas, que el patrén de conjugados a SUMO es dinamico en todos los
organismos, y se ha observado que puede cambiar durante el ciclo celular y en respuesta a
varios estimulos (Johnson, 2004). No obstante, resta dilucidar cdmo esta modificacion
post-traduccional afecta la funcidn de las proteinas en la mayoria de células eucariotas
(Dohmen, 2004) y cual es su rol en parasitos, donde el panorama resulta incipiente
todavia. La presencia de posibles conjugados a SUMO en Giardia y de las probables
enzimas involucradas en la via de SUMOilacién tanto en nucleo como citoplasma,
permiten especular el amplio rol funcional de esta modificacién post-traduccional en el
ciclo de vida del parasito.

Desde su descubrimiento, SUMO ha sido asociada a diversas proteinas que
incluyen el receptor de andrégenos, IkBa, c-jun, HDACs, p53 y otras proteinas que
participan en la transcripcion, reparacion de ADN, transporte nuclear, transduccién de
sefiales y ciclo celular (Seeler and Dejean, 2003; Johnson, 2004). En parasitos, la
SUMOilacion ha sido descripta en Toxoplasma gondii (Braun et al., 2009), Plasmodium
falciparum (lssar et al., 2008), Trypanosoma cruzi, (Bayona et al., 2011), Trypanosoma
brucei (Klein et al., 2013) y Schistosoma mansoni (Pereira et al., 2012). En Toxoplasma
gondii, proteinas modificadas por SUMO incluyen factores relacionados a la cromatina,
factores de trascripcion, proteinas que participan de la estabilidad del genoma vy
reparacidon de ADN, como asi también: proteinas relacionadas al estrés, involucradas en el
procesamiento de ARN y traduccidn, y una variedad de enzimas metabdlicas (Braun et al.,
2009). Aun cuando la mayoria de los estudios resultan descriptivos, se ha demostrado

recientemente que la proteina paraflagelar (PFR1 del inglés, Paraflagellar Rod Protein) de
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Trypanosoma cruzi es SUMOilada, pudiendo desempefiar esta modificacion un rol
importante en la diferenciacion del pardsito (Annoura et al., 2012). Aunque la lista de
nuevos sustratos se expande en otros sistemas, y a pesar de los intentos de
caracterizacion de otros sustratos de SUMOilacidon en Giardia, por el momento sélo
pudimos identificar a la enzima ADI como tal, aunque se especula que la SUMOilacion
puede desempefiar importantes roles en el crecimiento y diferenciacion del parasito. En
este Trabajo de Tesis se ha demostrado que ADI se SUMOila en la K de posiciéon 101,
situada dentro de un motivo consenso de SUMOilacidn, y expuesta, acorde a la estructura
secundaria predicha para la proteina, como sucede en la mayoria de sustratos de
SUMOilacioén, para ser reconocida por la SUMO E2. El reconocimiento del motivo consenso
por esta enzima sélo es posible si éste es parte de un bucle extendido, como sucede en
RanGAP1 o si éste se encuentra presente en un area desestructurada, como ocurre en el
factor de transcripciéon ETS1. SUMO E2 no reconoce motivos en estructuras helicoidales
estables (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007).

Muchas proteinas SUMOiladas son direccionadas hacia el nucleo y la SUMOilacién
es conocida por regular el transporte nuclear, aun cuando los mecanismos por los cuales
la modificacion modula este importante proceso bioldgico no han sido claramente
definidos. Acorde con la literatura, la mayoria de substratos de SUMO que localizan en
nucleo, incluyendo Spl100, HDAC4, Mdm2 y Smad4, requieren de NLSs para la
SUMOilacién, y aunque el motivo YKXE es suficiente para la SUMOilacién in vitro, una NLS
es a menudo requerida para la SUMOilacion in vivo (Seeler and Dejean, 2003). Segun se
supone, la conjugacién a SUMO facilita la localizacidn nuclear a través de la importacion
nuclear, marcando o exponiendo las NLSs de la proteina para su reconocimiento por
importinas. Varios informes sugieren, ademas, que la SUMOilacidon también regula la
exportacion del nucleo, enmascarando las NESs (del inglés, Nuclear Exportation Signals)
adyacentes al sitio de SUMOilacidon, aunque la evidencia directa que soporta esta hipétesis
se presenta solo para proteinas virales (Du et al., 2008).

Durante el crecimiento de Giardia, ADlI se encuentra exclusivamente en el

citoplasma. Como se demostré en el Capitulo 3, durante el enquistamiento, la enzima es
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translocada a los nucleos dependiendo esta nueva localizacién de la SUMOilacion y de la
presencia de NLSs en la secuencia de la proteina. Las enzimas descriptas para la via de
SUMOilacion en Giardia lamblia se encuentran presentes tanto en el citoplasma como
rodeando a los nucleos donde la SUMOilacion de ADI tiene lugar, como se corroboré por
los ensayos de IFl que muestran colocalizacion entre ADI y SUMO. La SUMOilacién de ADI,
parece hallarse involucrada ademas en la estabilizacion de la proteina, siendo ésta otra de
las funciones en las que la conjugacion a SUMO se halla involucrada. Ensayos de
inmunotransferencia en células mutantes (ADlgi01a-HA) muestran un enriquecimiento de
bandas de bajo peso molecular correspondientes a probables productos de degradacion
de la enzima ante la ausencia de SUMOilacién.

Respecto al rol de la SUMOilacién de ADI durante la diferenciaciéon a quiste, uno
puede especular que esta modificacidon post-traduccional es utilizada por el parasito para
regular el enquistamiento, en respuesta a cambios en el ambiente, representando éste un
mecanismo clave en la regulacién génica. Como se demostrd por IFl la eficiencia de
importacion al nucleo incrementa cuando la enzima se encuentra SUMOilada, aunque la
misma sufre un cambio de localizacién incluso en ausencia de SUMOilacion. Segun lo
informado, aun cuando la conjugacién a SUMO no es requerida para el ingreso de la
mayoria de proteinas blanco al nucleo, contribuye a la eficiencia en el transporte nuclear,
y regula la localizacién nuclear bajo estimulos especificos (Colby et al., 2006; Geiss-
Friedlander and Melchior, 2007; Scheschonka et al., 2007).

Las NLSs representan, en eucariotas, la via cldsica y mejor comprendida para el
transporte de proteinas al nucleo, en el caso de aquellas que superan los 50 kDa. Estas
sefiales son secuencias de aminodcidos basicos, reconocidas por una familia de proteinas
denominadas importinas o carioperinas, que transportan proteinas a través de la
envoltura nuclear. ADI muestra en su secuencia dos NLSs conservadas: una monopartita
(PQRRREQ) y otra bipartita (RRGIVMGQFQAPQRRRE), ambas involucradas en la
translocacién de la enzima al nucleo. Hasta el momento no se han descripto evidencias de
la participacién de las NLSs en la translocacién de proteinas hacia el nlcleo en parasitos,

resultando su comprension de gran utilidad para entender la conservacién de estos
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motivos a lo largo de la evolucion. En GDB solo ha sido identificada la subunidad 3 de la
importina B (GL50803_15106), la cual presenta un dominio conservado HEAT involucrado
en el transporte intracelular y un motivo con alta probabilidad de unién a SUMO. Aunque
resulte dificil de predecir, es posible que la SUMOilacién conduzca a un cambio
conformacional en ADI que lleve a exponer sus NLSs o el sitio donde se une la importina B,
aumentando asi la eficiencia de translocacién al nucleo. Acorde con la literatura, la
SUMOilacion altera la superficie de la proteina afectando su interaccidon con otras
macromoléculas, pudiendo de esta manera interferir o promover interacciones proteina-
proteina, enmascarando sitios de unidn, adicionando otros que estén presentes en SUMO
o promoviendo cambios conformacionales que revelen nuevas superficies de la proteina
diana (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). Los estudios relacionados al analisis de la
importacion nuclear de ADI por importinas son materia de futuros experimentos en el
laboratorio.

En el transcurso del enquistamiento deben existir sefales que regulen
negativamente la expresion de los genes de cwps, haciendo que el ciclo de vida del
parasito se complete. Se ha descripto que modificaciones post-traduccionales de histonas,
como la fosforilacidn, acetilacién, metilacién y deiminacién, regulan un amplio rango de
eventos nucleares a nivel de ADN y cromatina, incluyendo la transcripcién. Se ha sugerido
recientemente que SUMO tiene un rol de represor transcripcional, principalmente por la
promocién de interacciones no covalentes con co-represores (Johnson, 2004; Geiss-
Friedlander and Melchior, 2007), y gran cantidad de enzimas que modifican histonas,
incluyendo deacetilasas, metiltransferasas y demetilasas, son propuestas como
reguladores transcripcionales que interactian no covalentemente con SUMO. Numerosas
modificaciones de histonas alteran el transcriptoma requerido para dirigir Ia
diferenciacién en Toxoplasma gondii (Saksouk et al., 2005; Sautel et al., 2007; Bougdour et
al., 2010). No obstante, aunque los mecanismos epigenéticos parecen controlar la etapa
de diferenciaciéon a quiste en Giardia, poco se conoce sobre codmo las modificaciones

epigenéticas de histonas operan en el parasito.
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El aumento en el nimero de quistes producidos por las mutantes de ADIgi01-HA, en
las que la translocacién al nucleo disminuye, respecto a aquellas transfectadas con ADI-
HA, sugieren que ADI se encuentra involucrada en la regulacién negativa del
enquistamiento. En células eucariotas, la enzima PAD4 ha sido identificada como PAD
especifica para la histona H3, regulando la metilacién de arginina por conversién de metil-
arginina en citrulina (Cuthbert et al., 2004), un proceso generalmente asociado al
silenciamiento de genes. En Giardia, se ha demostrado que la inhibicién de la histona-
deacetilasa incrementa la acetilaciéon de histonas e induce cambios transcripcionales
(Sonda et al., 2010) y, aunque la metilacién de lisinas en la histona H3 ha sido sugerida, la
metilaciéon de argininas no ha sido estudiada aun, resultando complejo especular si la
citrulinacion antagoniza el efecto de metilacién de argininas, como se ha observado en
otras células eucariotas. Dado que la modificacién de histonas por acetilaciéon fue
demostrada en otros tipos celulares, nosotros proponemos que ADI modifica histonas por
citrulinacion, encontrandose esta modificacion estrechamente relacionada con la
regulacion negativa del proceso de enquistamiento. La hipdtesis se basa en el hecho que
la translocacion de ADI-HA a los nucleos reduce la formacién de quistes producidos y
silencia genes de la familia de las cwps, requeridos para que el enquistamiento se
complete, regulando ademads la expresion de factores de transcripcion como myb2. Este
efecto tiene lugar en las Ultimas etapas del enquistamiento en células salvajes y
tempranamente en células transgénicas que sobre-expresan ADI-HA, donde la
translocacién nuclear es potenciada, y la reduccién en la expresion de CWPs y formacién
de quistes es claramente evidenciada.

Durante el enquistamiento, se ha demostrado por ensayos de inmunotransferencia
empleando un Ac que reconoce citrulinas modificadas, que ADI es capaz de deiminar
argininas en histonas, aunque la identificacion de los residuos citrulinados no haya podido
establecerse. Aunque la citrulinacién como modificacién post-traduccional desempeiia un
rol importante en muchos procesos fisioldgicos y patolégicos, la identificacion de residuos
arginina citrulinados no resulta un procedimiento sencillo. Un método ampliamente

utilizado para visualizar proteinas citrulinadas se basa en la modificacién quimica del
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grupo ureido por diacetil monoxima y antipirina, siendo reconocida la citrulina modificada
quimicamente por un Ac policlonal anti-citrulina modificada. Aunque ha sido
frecuentemente utilizada para visualizar proteinas citrulinadas por inmunohistoquimica o
inmunotransferencia, esta técnica no permite identificar la localizacidon de la/s argininas
convertida/s, (Tutturen et al., 2010) siendo clave al respecto el uso de la técnica de
espectrometria de masas. La diferencia de masa entre los residuos arginina y citrulina, no
obstante, es de tan solo 1 Da, existiendo otras modificaciones post-traduccionales capaces
ademas de generar la misma diferencia, como la deiminacién de Asparagina (N) a Acido
aspartico (D) y de Glutamina (Q) a Acido glutamico (E), o incluso la captacién de un d&tomo
de hidrégeno por el péptido. Ademas, la diferencia de 1 Da puede resultar dificultosa en
péptidos altamente cargados (De Ceuleneer et al., 2011), razones todas por las cuales
tampoco resultd posible identificar tales residuos por este método en Giardia.

Aunque se ha observado que la carencia de colesterol en el medio dispara el
proceso de enquistamiento in vitro, se desconoce coémo esta deprivacidon dispara la
regulacion génica especifica. En la regulacion positiva del enquistamiento varios factores
de transcripcidon, como Myb2 (Huang et al.,, 2008; Sun et al.,, 2002), GARP (Sun et al.,
2006), WRKY (Pan et al., 2009), E2F1 (Su et al., 2011), dominios de interaccién ricos en AT
(ARID) (Wang et al., 2007) vy, recientemente las proteinas Pax (1 and 2) (Chuang et al.,
2012) y Topo Il (Lin et al., 2013), han sido identificados, participando en la regulacién
transcripcional de los genes involucrados en el enquistamiento. Muchos factores de
transcripcion en eucariotas presentan mecanismos de autorregulacién, mostrando myb2,
pax1l, e2fl o wrky autorregulacidn positiva o negativa para mantener sus niveles de
proteina en Giardia lamblia, hecho que se asocia con la presencia de sitios de unién en sus
propias regiones promotoras. El incremento coordinado en la expresién de los genes que
codifican fundamentalmente los componentes de la pared del quiste, sugieren la
importancia de una regulacion génica y/o a nivel post-transcripcional. No obstante, se
desconocen con precision los mecanismos moleculares que regulan la biogénesis de la
pared del quiste (Su et al., 2011), y el orden secuencial de activacién de genes o la forma

en que los factores de transcripcidon operan in vivo.
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Nuestros resultados indican que la citrulinacién de histonas juega un rol clave en la
regulacion del proceso de diferenciaciéon de Giardia controlando los niveles de
transcripcion génica, posiblemente alterando la accesibilidad de la regién promotora de
los genes de enquistamiento y de factores cis-activadores implicados en la regulacién de
genes especificos de enquistamiento, como se ha postulado para la acetilacion.
Considerando que la relocalizacion de ADI desde el citoplasma a los nucleos depende de
la diferenciacion del parasito, es posible que una cascada de moléculas se encuentre
involucrada en el mecanismo. Independientemente de ello, los mecanismos de regulacién
génica tienen origenes tempranos y operan similarmente en todos los organismos
(Sullivan et al., 2006)

Finalmente, es interesante el estudio de los mecanismos de adaptacion, como
variacion antigénica y enquistamiento en Giardia, desde el punto de vista de la biologia
del parasito, y resulta importante si se considera su utilidad en el desarrollo de ensayos de
diagndstico basados en el disefio de agentes quimioterapéuticos y de nuevos reactivos.
Debido a que ADI no se encuentra presente en otros organismos eucariotas, y que es
esencial para la sobrevida y diferenciaciéon de Giardia lamblia, la enzima surge como
posible agente terapéutico o de utilidad en el desarrollo de competidores sintéticos para

combatir la giardiasis.
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a presencia de un genoma completamente secuenciado, Ia

susceptibilidad a manipulacion genética, y la capacidad de reproducir

facilmente su ciclo in vitro hacen de Giardia un interesante organismo
para la comprension de varias funciones celulares y vias bioquimicas. El tema abordado en
el presente Trabajo de Tesis resulta innovador, radicando uno de los motivos en la funcidn
de la enzima estudiada (Figura 5.1). Hasta hace pocos afios, ADI sélo fue descripta como
una enzima metabdlica tanto en Giardia lamblia como en procariotas, participando en la
produccién de ATP, a partir de L-Arg (panel izquierdo). Recientemente se demostré su rol
en la inhibicidn indirecta de la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedador
(panel central), y se describié su funcion como PAD durante el proceso de variacién
antigénica (panel derecho). No habiéndose identificado hasta el momento en ninguna
célula eucariota una enzima con tales caracteristicas, la comprensién de ADI y su

participacidon en los procesos de adaptacidn del parasito, representa un aspecto relevante.

Figura 5.1: Representacion esquematica de las funciones de ADI durante el crecimiento de Giardia lamblia. A)
Durante el crecimiento los trofozoitos de Giardia incorporan L-Arg desde el medio extracelular. Dentro de la célula ADI
convierte L-Arg a citrulina con produccion de ATP, a través de la via ADH. B) ADI es liberada al espacio extracelular
cuando los trofozoitos entran en contacto con las células epiteliales y compite con la NOS del hospedador por la L-Arg,
reduciendo la produccion de ON. C) Ante bajas concentraciones de anticuerpos, ADI actia como PAD sobre el extremo
CRGKA de las VSPs, induciendo VA.
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En este Trabajo de Tesis, se demostrd que durante el enquistamiento del parasito,
ADI transloca a los nucleos, resultando este cambio de localizacion y el incremento en la
masa molecular predicha para la enzima producto de la SUMOilacién. Recientemente,
ademas de describir los componentes del sistema de SUMOilaciéon en Giardia, hemos
demostrado que ADI se SUMOilada en la K de posiciéon 101. No obstante, aun cuando el
conocimiento de los conjugados a SUMO resulte esencial para descifrar el impacto de esta
modificacidn post-traduccional en la biologia del organismo, la identificacién de proteinas
SUMOiladas y la comprension de como SUMO afecta procesos biolégicos en Giardia se
encuentra en etapas tempranas, habiéndose identificado sélo a ADI como sustrato de
SUMOilaciéon. Cabe destacar que los principales aportes al estudio de esta modificacidn
post-traduccional en Giardia se han realizado en los ultimos cinco afios, y una parte
fundamental de los mismos surgieron de este Trabajo de Tesis.

A continuacién se esquematiza el modelo, que a modo de resumen, permite
mostrar la cascada de eventos coordinados que proponemos explica la regulacién

negativa del enquistamiento mediada por ADI (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Representacion esquematica de la funcion de ADI durante el enquistamiento de Giardia lamblia. En las
ultimas etapas del enquistamiento ADI es translocada desde el citoplasma a los nucleos por SUMOQilacidn y NLSs (Ay B),
para citrulinar histonas (C) regulando la expresion de los genes cwpl, cwp2y myb2.

En este modelo, la SUMOilacion de ADI representaria la primera sefial que dirige la
enzima al ndcleo probablemente exponiendo las NLSs que promueven su ingreso a los
nucleos (A-B). Hasta el momento no existen publicaciones que informen sobre la
participacion de NLSs en la translocacion de proteinas al nlcleo en Giardia, siendo estos
hallazgos importantes como primera evidencia del uso de estos motivos por el parasito,

demostrando su conservacién a lo largo de la evolucion. Dentro de los nucleos, ADI actua
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como PAD deiminando arginina/s en histonas (C), induciendo a través de un mecanismo
aun desconocido, la regulacién negativa de los genes cwps y del factor de transcripcion
myb2, para permitir que el enquistamiento se complete (D). Nuestros resultados permiten
establecer asi, un punto de integracién importante de vias de sefializaciéon en Giardia, que
son importantes en la regulacion de la produccién de quistes en el parasito. No obstante,
a pesar de los avances mencionados respecto a la funcién de ADI durante el
enquistamiento en Giardia, son diversas las incégnitas y cuestionamientos, aun no
resueltos, que serdn tépicos de desarrollo de futuros trabajos. La concrecién de los
mismos dara origen a conocimientos particularmente relacionados al estudio de
moléculas esenciales y mecanismos biolégicos involucrados en la sobrevida de Giardia que
serdn de utilidad para su posible control médico a futuro, y la comprension de su papel

bioldgico y su rol en la historia de la evolucidn.
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6.1. Organismos y Cultivo in vitro:

Los trofozoitos de Giardia lamblia se adquirieron en American Type Culture
Collection (ATCC 50582) y son provenientes de la cepa WB, clon 1267 (Gillin et al., 1990).
Para cultivarlos axénicamente se utilizé medio TYI-S-33 (pH 7) suplementado con 10% de
suero bovino adulto y 5% de bilis bovina (medio completo de crecimiento) (Diamond et
al., 1978). Todos los cultivos se realizaron en tubos de borosilicato con tapa a rosca
(Eurotubo®, Deltalab), que se completaron con un volumen total de 14 ml con medio
completo de crecimiento y con 100 pl de trofozoitos de Giardia. Se colocaron los tubos
dentro de gradillas que se orientaron inclinadas en angulos de aproximadamente 45°
dentro de una estufa de cultivo a 37 2C. Luego de 1h comienza a observarse adhesion de
los trofozoitos a las paredes del tubo a través de su disco ventral. De este modo, y de
manera similar a lo que ocurre in vivo, se produce la division de las células obteniéndose a
las 48h una monocapa de trofozoitos en etapas de crecimiento. La inclinaciéon de las
gradillas permite lograr una mayor adhesién de los trofozoitos a las paredes del tubo. El
proceso de enquistamiento in vitro, se llevd a cabo en dos etapas. En la primera, se
descarto el medio de crecimiento de los trofozoitos cultivados hasta confluencia durante
24h y los tubos, conteniendo trofozoitos adheridos a su pared, se completaron con medio
de pre-enquistamiento (PE) (medio completo de crecimiento sin bilis bovina). Finalmente,
el medio de PE fue reemplazado por medio de enquistamiento, que posee una
concentracion de bilis porcina de 0.45%, y de acido lactico al 0.01%, cambiandose el pH
del medio a 7.8 (Boucher and Gillin, 1990). Este cambio de medio induce la diferenciacion
de trofozoitos a quistes, los cuales pierden la capacidad de adherencia y permanecen
libres en el medio de enquistamiento. El periodo de enquistamiento para cada
experimento en particular se detalla en la seccién de Resultados.

Los trofozoitos fueron despegados de las paredes de los tubos mediante
enfriamiento a 4°C en medio o PBS (del inglés, Buffer fosfato salino) durante 15 min y

luego recuperados por centrifugacion a 1455 x g por 10 min. Para recolectar los quistes se
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centrifugaron los tubos a 1455 x g durante 10 min, sin el previo enfriamiento de los

mismos.

6.2. Analisis Bioinformaticos (in silico)

La proteina SUMO en Giardia fue identificada mediante la busqueda en GDB
(http://GiardiaDB.org). Para probar la conservacidn en la composiciéon de aminoacidos en
la secuencia de SUMO, se realizé un alineamiento multiple de secuencias utilizando T-
Coffee (Notredame et al., 2000) con un seteo por defecto, y empleando secuencias de
SUMO provenientes de H. sapiens, P. troglodytes, M. musculus, D. rerio, D. melanogaster,
C. elegans, S. cerevisiae, S. pombe, T. brucei, P. falciparum and A. thaliana. Seguido al
alineamiento se utilizaron los software Block Mapping and Gathering with Entropy
(Criscuolo and Gribaldo, 2010) para seleccionar las regiones de alineamientos con alto
porcentaje de identidad. El alineamiento corto resultante (un promedio de 79 residuos
entre las posiciones 34 y 111) fue luego curado manualmente con GeneDoc (Piast et al.,
2005). La estructura tridimensional de SUMO fue predicha usando Phyre 2 (Kelley and
Sternberg, 2009). Regiones de alfa-hélice y ldmina-beta (entre las posiciones 23 y 96) que
corresponden a SUMO de Giardia y la cadena A del banco de datos de proteinas 2K8H de
Trypanosoma brucei (Shang et al., 2009) fueron alineadas con Friend 2.0 (Abyzov et al.,
2005).

Los genes que codifican para las probables enzimas involucradas en la cascada de
SUMOilacion en Giardia lamblia se obtuvieron utilizando BLASTp (del inglés, Basic Local
Alignment Search Tool protein) de la GDB, a partir de secuencias ortélogas, y dominios
conservados, en H. sapiens 'y S. cerevisiae obtenidos desde NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Alineamientos de secuencias multiples para la
subunidad SAE2 y la enzima E2 SUMO de conjugacién se construyeron utilizando Muscle y
el algoritmo de Jalview. Para la prediccion de la localizacion subcelular de SP, SAE2 y E2
SUMO se utilizé PSORT (http://psort.hgc.jp/) (Nakai and Horton, 1999).

Para la predicciéon de la estructura cristalografica de la enzima ADI en Giardia se

empled el software Phyre 2 (Kelley and Sternberg, 2009). La identificacion y localizaciéon
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del motivo de SUMOilacion (LKYE) se llevé a cabo utilizando PyMol (Delano Scientific,
USA).

Para predecir el sitio de unién a SUMO en ADI, se utilizaron los software SUMOsp
2.0 (Ren et al.,, 2009) y PCI-SUMO (del Departamento de Sistemas e Ingenieria
Computacional de la Universidad de Carleton). Para la prediccién de las NLSs se empleé el

programa PSORT Il (http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) (Nakai and Horton, 1999)

6.3. Purificacion y Analisis de Acidos Nucleicos

El ARN total fue extraido a partir de trofozoitos y quistes, de acuerdo a lo
informado (Lujan et al., 1995a). Para ello, el ARN se aislé6 usando el reactivo TRizol
(Invitrogen Corporation, Carlsbad CA, US) y una segunda purificacién se realizé utilizando
el sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega, Madison, WI, US).

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

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

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

El ARN total de las células salvajes (WB/1267) y células que sobre-expresan ADI-
HA, en crecimiento y a 36h de enquistamiento, se aislé6 usando el reactivo TRizol
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US), y una segunda purificacién se realizé usando el
sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega, Madison, WI, US). La reaccidn de RT-
PCR se completé usando el ensayo de RT-PCR de un solo paso (Qiagen, Valencia, CA, US)
como se describid anteriormente (Rivero et al., 2010). El ARN se diluyd en serie, a partir de
20 ng hasta 0,2 ng por reaccién, en un volumen final de 50 pl. La reaccion de transcripcion
reversa fue realizada a 50°C por 30 min seguido por la inactivacién de la enzima a 95°C por
15 min. Para la PCR, se realizaron 30 ciclos de [30s a 94°C, 30s a 50°C y 1 min a 72C],
seguidos de 10 min a 72°C para la extension final. El control de contaminacién con ADN se
llevd a cabo agregando los cebadores de ADI a la etapa de PCR de la reaccion de RT-PCR.
5uL del producto de la reaccién de RT-PCR se sembraron en geles de agarosa. Estos fueron

preparados en solucidon tampdn TAE 1X (Tris-Acetato 0,04M, EDTA 1mM, pH 8) al 1.2% de

119


http://psort.nibb.ac.jp/form2.html

Capitulo 6: Materiales y Métodos

agarosa y con el agregado de SYBR® Safe DNA Stain (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
US) para el teiido de las bandas. Las muestras fueron sembradas con solucién tampén de
siembra (Azul de bromofenol 0,09%, Xileno Cianol FF 0,09%, Glicerol 60%). Las
electroforesis fueron realizadas en la misma solucién tampdén durante 40 min a 100 V y
finalmente se visualizaron mediante la exposicién a Safe Image ™ Blue-Light
Transiluminator (Invitrogen). La amplificacién de los productos se cuantificé por escaneo
de la densitometria utilizando el software EagleSight para la adquisicion de la imagen, la
documentacion y el andlisis (Stratagene La Jolla, CA). Los cebadores utilizados en el ensayo
se detallan en la Tabla 6.1. La Normalizacién de los datos se llevo a cabo utilizando como
referencia la transcripcion del gen endégeno gdh. Los cebadores fueron sintetizados por
Invitrogen (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) y almacenados a -20°C. Las

diluciones se realizaron en agua DEPC (agua tratada con Dietil-pirocarbonato).

Tabla 6.1.: Cebadores utilizados en el ensayo de RT-PCR

Cebadores 5—»3

gdh F ATGCCTGCCCAGACGATCGA
gdh R GAGCCAGAAAGAAGGACGTT
adi F CACTTGTGGAAATTACGTCT
adiR CTTGATATCGACGCAGATGT

adi-ha F CACTTGTGGAAATTACGTCT
adi-ha R CTATGCATAGTCTGGTACAT
cwp2 F ATGATCGCAGCCCTTGTTCT
cwp2 R ATCCATCTCTCTCGAGAGTT

F: sentido. R: antisentido

6.5. PCR en Tiempo Real

El ARN total de las células de tipo salvaje se aislé usando el reactivo TRizol
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US), y una segunda purificacion se realizé usando el
sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega, Madison, WI, US). El ARN extraido fue
tratado con ADNasa (Promega, Madison, WI, US) previo a la sintesis de ADNc con la
enzima Transcriptase Reversa RevertAid™ (Fermentas). Los ADNc fueron utilizados para el

analisis de la expresion de genes utilizando la mezcla PCR SYBR Green Master Mix para
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PCR en tiempo real (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA), ADNc de simple cadena
(100 ng), y cebadores en una concentracién de 800 nM, en un volumen de reaccién de 20
pl. Los cebadores se disefiaron para la deteccién de los genes gdh, cwpl, cwp2, cwp3,
myb-2 y wrky como se muestra en la Tabla 6.2. Todos los cebadores fueron sintetizados
por Invitrogen (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) y almacenados a -20°C. Las

diluciones se realizaron en agua DEPC (agua tratada con Dietil-pirocarbonato).

Tabla 6.2.: Secuencia de cebadores utilizados en el ensayo de PCR en tiempo real

Cebadores Secuencia

gdh real F AGGGCGGCTCCGACTTT
gdhreal R AGCGCATGACCTCGTTGTC
cwplrealF AACGCTCTCACAGGCTCCAT
cwplrealR AGGTGGAGCTCCTTGAGAAATTG
cwp2realF TAGGCTGCTTCCCACTTTTGAG
cwp2realR CGGGCCCGCAAGGT
cwp3realF GCAAATTGGATGCCAAACAA
cwp3realR GACTCCGATCCAGTCGCAGTA
myb2real F TCCCTAATGACGCCAAACG
myb2real R AGCACGCAGAGGCCAAGT
wrky realF TTGCTTCCGCCACTGTTTC
wrky realR  GCCGCGTTGTAGCTTTGC

F: sentido. R: antisentido.

Las corridas se realizaron en un sistema 7500 estandar (Applied Biosystems, USA).
Las condiciones de RT-PCR fueron: 2 min a 502C, 10 min a 952C y 40 ciclos de [959C por
15s y 609C por 1 min]. La expresidon génica fue normalizada utilizando el gen gdh como
gen de referencia, y calculada utilizando el método AACt. El andlisis estadistico de los
datos se llevé a cabo utilizando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.). La
significancia estadistica se delimité en p-valor<0.05. Los datos se representan como media

+ error estandar de la media.
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6.6. Amplificacion y Clonado de Proteinas

6.6.1. Amplificacidon por PCR

Las secuencias de cada proteina fueron obtenidas como se describe en la seccién

Resultados. EI ADN gendmico de Giardia fue utilizado como templado para amplificar,

mediante la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR: del inglés, Polymerase Chain

Reaction), la secuencia codificante de cada gen de interés considerando que este pardasito

carece de intrones. Se disefiaron manualmente cebadores para cada gen (Tabla 6.3), a los

fines de permitir el clonado de los fragmentos de interés en un vector especifico para

Giardia lamblia. Se subraya en cada cebador la secuencia reconocida por cada enzima de

restriccion utilizada. Todos los cebadores fueron sintetizados por Invitrogen (Invitrogen

Corporation, Carlsbad, CA, US) y almacenados a -20°C. Las diluciones se realizaron en agua

DEPC (agua tratada con Dietil-pirocarbonato).

Tabla 6.3: Secuencia de cebadores disefiados para el clonado y expresion de proteinas

Cebadores

Secuencia (5—»3’)

ADI F
ADIR
SUMOF
SUMOR
SAE2 F
SAE2 R

E2 SUMO F
E2 SUMO R
SP F

SPR

CAATGGGCCCACTGACGCGTACGACCATCTTTA
CAATCCCGGGGCAACGCTTCTTTTGCTTAGTCTTTGCT
CATTGGATCCGATGACGAAGGAGACGTCCCCCAATT
CATTGCGGCCGCCTAGTGGCCGCCAATCTGATTTCGCATCA
CATTCCATGGATCTGTGCATCGTCGGGTGCGGC

CATTGATATCGCAGAGCTCGTCCAGATCTTGCGG

CATTCCATGGAATTGGCTTTTAAAACACGAAATTCAGTTAAAATGG

CATTGATATCCTTTTTGCTGGCGTAGTCAAGCGT

CATTCCATGGCTGCTGAACTGTTGCAGCTCAAA

CATTGATATCGCAGAGCTCGTCCAGATCTTGCGG

F: asentido. R: antisentido. GGGCCC: secuencia reconocida por Apal. CCCGGG:
secuencia reconocida por Smal. GGATCC: secuencia reconocida por BamH/.
GCGGCCGC: secuencia reconocida por Notl. CCATGG: secuencia reconocida por
Ncol. GATATC: secuencia reconocida por EcoRV.

La amplificacion por PCR se llevo a cabo empleando la enzima Tag platinium Hight

Fidelity (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) de acuerdo a las siguientes condiciones
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de reaccién: 2 min a 94°C, 30 ciclos de [30 s a 94°C, 30 s a 55°Cy 2 min a 72°C] y luego 10
min a 72°C para la extensién final. El analisis de los productos de PCR se realizé6 mediante
electroforesis en geles de agarosa, como se describid previamente. Los productos de PCR
se purificaron mediante el empleo de un ensayo comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Madison, WI, US). Las secuencias de todos los constructos se

enviaron para su secuenciacién a la compafiia Macrogen (http://www.macrogen.com).

6.6.2. Expresion de las Variantes de ADI

Para la introduccién de mutaciones en el sitio de SUMOilacién (K101), y en las NLSs
de la secuencia génica de ADI, se disenaron cebadores (Tabla 6.4) con mutaciones
puntuales empleando el programa de Stratagene “QuikChange Primer Design Program”

(http://www.stratagene.com/sdmdesigner).

Tabla 6.4.: Cebadores disenados para el clonado y expresién de las variantes de ADI

Cebadores Secuencia (5—»3’)

ADlgi01a ' GCAATGGCCTCGCTGGCGTACGAGCTCCATGC

ADlg101a R GCATGGAGCTCGTACGCCAGCGAGGCCATTGC

mNLS1 F GACCAGCAGATAACCACCGCGGCGGGAATAGTCATGGGCCAG
mNLS1 R CTGGCCCATGACTATTCCCGCCGCGGTGGTTATCTGCTGGTC
mNLS2 F ACCACCCGGCGCGGAATAGCGGCGGGCCAGTTTCAGGC
mNLS2 R GCCTGAAACTGGCCCGCCGCTATTCCGCGCCGGGTGGT
mNLS3 F CAGTTTCAGGCGGCGCAGAGGAGGC

mNLS3 R GCCTCCTCTGCGCCGCCTGAAACTG

mNLS4 F CAGTTTCAGGCGCCGGCGGCGAGGCGCGAGCAGGT

mNLS4 R ACCTGCTCGCGCCTCGCCGCCGGCGCCTGAAACTG

F: sentido. R: antisentido.

Para la introduccidon de mutaciones puntuales se utilizdé un ensayo de mutagénesis
QuikChange (Stratagene) (Touz et al., 2004; Touz et al., 2005). Para ello, se llevo a cabo la
reaccion de PCR utilizando como templado ADI y siguiendo las indicaciones del fabricante.
Se incorpord luego la enzima de restriccion Dpnl, para digerir el ADN de doble cadena
super-enrollado (no mutado) incubando la reaccién durante 1h a 37°C, utilizando

posteriormente 3 plL del producto obtenido para transformar bacterias XL-1 Blue. De las
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colonias que crecieron se purificé el plasmido, utilizando columnas (Qiagen, Valencia, CA,
US) enviando las muestras a la compafila Macrogen para su secuenciacion. El
secuenciamiento se realizd utilizando un termociclador BigDyeTM, y los productos de
reaccidon purificados por precipitaciéon con etanol fueron secuenciados en el Automatic

Sequencer 3730xl, seleccionandose los plasmidos que presentaron mutaciones correctas.

6.6.3. Construccion de los Vectores de Expresidon en Giardia lamblia

Para expresar constitutivamente las enzimas involucradas en la cascada de
SUMOilacion (SP, SAE2 y E2 SUMO), ADI y sus variantes ADlgig01a, MNLS1, mNLS2 y mNLS3,
se utilizd el vector de expresiéon pTubApa-H7-HApac (Figura 6.1). Este plasmido permite la
expresion constitutiva y estable de genes en trofozoitos de G. lamblia gracias a la
presencia del promotor de tubulina y a la seleccién con el antibidtico puromicina,
respectivamente. El cassette de puromicina se encuentra bajo el control del promotor
enddgeno no regulado de gdh. Las proteinas se expresan fusionadas a 3 repeticiones en
tdndem de la proteina hemaglutinina (HA) del subtipo H3 del virus influenza (YPYDVPDYA)
en su extremo carboxilo- terminal antes del codén de terminacién TAA. El plasmido
pTubH7HApac posee el gen de la VSPH7 de la cepa GS de G. lamblia que puede ser
removido con las endonucleasas Ncol/Apal y EcoRV (Invitrogen) posibilitando el clonado
de otros genes en dicho vector. El clonado de marco de lectura abierto (ORF del inglés,
Open Reading Frame) de cada una de las proteinas en el vector de pTubApa-H7-HApac
permite expresarlas constitutivamente para su posterior localizacién subcelular en

trofozoitos de Giardia (Touz et al., 2002; Touz et al., 2003; Touz et al., 2004)
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Figura 6.1: Vector pTubApa-H7-
HApac. El vector original expresa a la
proteina VSPH7-HA mediante
promotores de tubulina. Contiene
ademds el gen puromicina y LacZ
para expresar células estables en
Giardia y E. coli, respectivamente.
Para clonar un nuevo gen que
exprese una proteina de fusion-HA,
el vector puede ser restricto con las
enzimas Ncol o Apal (regién 5') y
EcoRV (region 3’).

Para la expresion de la proteina SUMO se utilizé el vector pTub-HA (Figura 6.2).

Este vector también es especifico para Giardia lamblia, fue construido en colaboracién

con el Dr. Aron Neiman de la Universidad de Stony Brook (NY, US) y contiene el promotor

de a2-tubulina y la regién 5’ del gen B-giardina del pardsito. Se caracteriza, ademas por

expresar las proteinas con una etiqueta HA en el extremo N-terminal.

Hindill

| —>
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pTub-HA

MCS 3Tub3’

Figura 6.2: Vector pTub-HA. Este
vector permite la expresion de
proteinas fusionadas a 3 repeticiones
en tandem de la proteina
hemaglutinina (HA) en su extremo
amino- terminal. Para clonar el gen
de interés el vector contiene una
region de policlonaje (MCS del inglés,
Multiple Clonaje Sequence) puede
ser restricta con las enzimas BamHI
(region 5’) y Notl! (regién 3’).
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6.6.4. Expresion y Purificacion de la Proteina Recombinante de SUMO

fusionada a GST

La produccién de la proteina recombinante GST-SUMO se llevé a cabo en el
Instituto Pasteur de Montevideo, y ha sido descripta en detalle (Sehr et al., 2001).
Brevemente ADNc que codifica para SUMO en Giardia se amplificé y se clond en el vector
de expresion pGEX-4T-3 (Amersham Pharmacia Biotech, LC, UK) fusionado a la enzima
glutatioén tio-transferasa (Figura 6.3) via los sitios de restriccion de las enzimas BamH| y

Notl como se describid previamente.

Thrombin
f 1

Leu ¥al Pro ArglGIy Ser Pro Asn Ser Amg ¥al Asp Ser Ser Gly Armg lle Yal Thr Asp
CTG GTT CCG GCT GGA TCC CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA

| BamHI EcoRl

Smal

Sall  xhol Notl Stop mdors J

Apa |

Bs2E )

Figura 6.3: Vector pGEX 4T-3. Permite la fusion de la proteina de interés con la enzima GST de Schistosoma
japonicum, propiedad que facilita su purificacion y seguimiento. Contiene ademas una region de policlonaje
variado, gen de resistencia a ampicilina, promotor T7 y un tamaiio de 4.9 Kb.

La proteina con la etiqueta GST se expreso en bacterias de la cepa BL21-Codon-Plus
(Qiagen, Valencia, CA, US) de Escherichia coli y se purificd utilizando perlas de glutation-

sepharosa (Amersham Pharmacia Biotech LC, UK) produciendo cantidades suficientes para
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inmunizar los ratones. Las fracciones de proteina SUMO recombinante eluida se separaron
en geles de 12% SDS-PAGE vy se visualizaron por tincidén de azul de Coomassie (80 mg de

azul de Coomassie (CBB R 250) y 35 mM HCl en 1L de agua destilada (dH20)).

6.6.5. Corte del Vector e Inserto utilizando Enzimas de Restriccion

El marco de lectura abierto que codifica para cada gen de interés fue clonado en el
vector de expresion correspondiente, seglin cada caso. Para sumo el inserto de 309 pb fue
incubado con el par de enzimas BamHlI/Notl, por 2 hs a 37°C (corte) y 10 min a 70°C
(inactivacion de la enzima). Para sae2, e2 sumo, sp los fragmentos de 1614 pb, 538 pb y
1620 pb, respectivamente con Ncol/ EcoRV por 2 hs a 37°C (corte) y luego 10 min a 70°C
(inactivacidn). Se adicioné ademads BSA 10X y Buffer 3 para todos los casos. Para adi y sus
variantes se utilizaron las enzimas Apal y Smal, adicionando BSA 10X y Buffer 4. Todas las
enzimas de restriccion utilizadas pertenecen a New England, Biolabs. Los productos de
restriccidon se chequearon en gel de agarosa al 1% como se detalla mds arriba, y el vector
se purificd a partir del gel mediante el empleo de un ensayo comercial Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, US).

6.6.6. Ligacion del Producto de Corte

Los insertos y vectores se ligaron mediante la incubacién con la enzima T4 DNA

Ligasa (Fermentans) por 16h a 16°C, seguido de 10 min a 70°C para inactivar la enzima.

6.6.7. Preparacion de Bacterias Competentes XL-Blue

Bacterias XL-Blue fueron crecidas en 5 mL de LB/Tetraciclina estéril (Peptona 1% /
Extracto de Levadura 0,5% / Tetraciclina (Tet) 15 mg/mL en 100 mL de agua destilada) a
37°C en agitacion toda la noche. Luego 1 mL de este cultivo fue empleado para inocular
250 mL de LB/Tet (15 pg/mL) y cultivado en Erlenmeyer a 18°C en agitacion hasta alcanzar
una densidad 6ptica (OD) aproximadamente de 0,6. Cuando se alcanzd este valor, las
bacterias se incubaron 10 min en hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 2095 x g por
10 min a 4°C, y se resuspendié el precipitado en 80 mL de buffer TB frio (Pipes 10
mM/MnCl, 55 mM/CaCl, 2H,0 15mM/KCl 150mM, pH 7). Las bacterias se incubaron
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nuevamente 10 min en hielo y se centrifugaron a 2095 x g por 10 min a 4°C. El precipitado
se resuspendio en 20 mL de buffer TB frio y se agregaron 1,5 mL de DMSO (DMSO al 7%)
de forma cuidadosa para evitar toxicidad en las células. Luego, las bacterias se
fraccionaron en alicuotas de 1 mL en tubos estériles, congelandose en N, liquido, y

manteniéndose a -70°C.

6.6.8. Transformacion de Escherichia coli

Las bacterias XL-Blue competentes se transformaron con el vector conteniendo el
gen de interés, mediante shock térmico: 15 min a 4°C, 30 s a 42°Cy 2 min a 4°C. Luego, se
adiciond 1 mL de LB y se dejo en agitacion durante 1h a 37°C. Después de centrifugar a
2851 x g durante 5 min, se retiré el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 200
pL de LB. Finalmente, las bacterias transformadas se plaquearon en LB-ampicilina

(25mg/mL)-agar 1,2% y se incubaron toda la noche en estufa a 37°C.

6.6.9. Chequeo de Colonias por PCR

Las colonias obtenidas luego de la transformacion se chequearon mediante PCR
utilizando la enzima Tagpol (Invitrogen), empleando cebadores especificos de cada gen de
interés o del vector utilizado, y en las mismas condiciones de reaccién detalladas
anteriormente para la PCR del inserto. De igual manera, el anadlisis de los productos de
PCR se llevé a cabo mediante corridas electroforéticas en geles de agarosa al 1%. Las
colonias positivas se crecieron en LB liquido con Ampicilina (25mg/mL) y se cultivaron toda

la noche en agitacion a 37°C.

6.6.10. Purificacion del Plasmido

Los cultivos de bacterias incubados durante la noche fueron centrifugados a 3500 x
g por 8 min a 20°C y se purificaron utilizando un ensayo comercial Wizard Plus SV

Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, WI, US).
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6.7. Transfeccion de Trofozoitos de Giardia lamblia cepa WB/1267

Para cada una de las transfecciones se partié de trofozoitos en monocapa. Las
células fueron enfriadas y centrifugadas a 1455 x g por 15 min a 4°C, el sobrenadante se
descarto y el precipitado se resuspendio en 360 pL de medio completo adicionando 40 pL
de pldsmido. La transfecciéon se realizdé mediante electroporacion (Electro Square
Porator™ ECM 830) aplicando 1 pulso de 14 ms a 350 V en una cubeta de 4 mm.
Seguidamente, la muestra fue incubada en hielo durante 10 min y luego trasvasadas a un
tubo de vidrio de 7 mL conteniendo medio completo y los antibidticos Piperacilina (500
ug/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US) y Moxalactaman (333 pg/mL, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, US). Luego de cultivar los trofozoitos a 37°C toda la noche, se agregd
Puromicina (10 pg/mL) (Invivogen, San Diego, CA, US) para seleccionar aquellas células

que estuvieran transfectadas. La expresién de las proteinas de interés se visualizé por IFI.

6.8. Generacion del Acm anti-SUMO en Giardia lamblia

6.8.1. Inmunizacion

Tres ratones de la cepa BALB/c fueron inmunizados con 100 ug/mL de la proteina
SUMO recombinante emulsionado con el adjuvante TiterMax®Gold (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, US) (1:1). Se realizaron tres inmunizaciones por via subcutanea y un desafio
por medio de la via endovenosa, inyectando sélo el antigeno. Previo a las inmunizaciones
y luego de cada una de ellas, se extrajo sangre endovenosa de cada ratén, se la incubo por
1h a 37 2C y se centrifugd a 500 x g durante 10 min para obtener el suero, que fue
conservado a -20 oC hasta su uso. Para comprobar si los ratones habian sido inmunizados,
se verificd la produccién de anticuerpos policlonales (presentes en el suero) por ensayos
de inmunotransferencia e IFl. Se seleccionaron dos de esos animales y se les realizd el
desafio con la proteina recombinante. Tres dias mas tarde, los ratones fueron sacrificados

y se obtuvo el bazo que fue procesado como se describe mas abajo.
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6.8.2. Produccion del Acm anti-SUMO

Células del mieloma NSO (ECACC85110503) se crecieron en placas multipocillos
con 1 mL de medio RPMI (cada 100 mL: 77 mL de RPMI, 20 mL de suero fetal bovino, 2 mL
de ATB, 10000 U de penicilina G, 10 mg de sulfato de estreptomicina y 25 ug de
anfotericina B y 1 mM de Glutamax-glutamina). Después de 7 dias, estas células se
transvasaron a una botella de cultivo conteniendo 5 mL de medio completo, y se
incubaron en estufa con CO, hasta la formacién de monocapa. Posteriormente, el medio
se retiré y se agreg6 tripsina (0.01-0.5%) en PBS 1X, durante 5 a 15 min, a 37 2C lo que
produce la disociacion tisular mediante la ruptura de la malla de proteinas que forman la
matriz extracelular que mantiene a las células unidas. La accién de la tripsina se inhibid
por el agregado de medio completo. Luego, las células se lavaron dos veces con RPMI sin
suero, centrifugando a 250 x g por 8 min a temperatura ambiente. Finalmente, las células
se resuspendieron en 5 mL de RPMI sin suero y se contaron en camara de Neubauer.
Paralelamente, el bazo se colocd sobre una malla metalica en una capsula de Petri con
medio sin suero. Los tejidos se homogeneizaron con un émbolo hasta obtener las células
libres de fibroblastos. Luego estas células se lavaron con RPMI sin suero dos veces. Por
ultimo, se contaron en camara de Neubauer. Para la fusidn de las células de mieloma con
los linfocitos, se utilizd una relacion 2:1 (mieloma:linfocito) de células viables. La fusion se
realizé utilizando polietilenglicol (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, US). Finalmente las células
se lavaron dos veces y se resuspendieron en medio RPMI completo, dejandolas crecer en
estufa a 37 C con CO,. Al dia siguiente, se agregé al medio una solucion de hipoxantina-
aminopepterina-timina (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, US) y las células se colocaron en
placas de 96 pocillos. Luego de 5 dias, comenzd a observarse la aparicidon de hibridomas.
Se seleccionaron los pocillos en donde habia crecimiento de hibridomas y se examinaron
en forma paralela a través de ensayos de IFl y de Dot blot. Los hibridomas que resultaron
positivos, se crecieron en placas de 48 pocillos y luego de corroborar la continuidad en la
produccién de anticuerpos, se pasaron a botellas ce cultivo de 25 cm’. Después de realizar
un segundo chequeo, los hibridomas se congelaron a -70 2C en suero fetal bovino/DMSO

al 10%.
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6.8.3. Consideraciones Eticas

Ratones hembras puberes de la cepa BALB/c (de edad entre 10-12 semanas)
fueron provistos desde la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de La Plata, y
crecidos en el bioterio del Instituto Mercedes y Martin Ferreyra (INIMEC-CONICET). Los
animales se mantuvieron controlados y fueron inspeccionados y aprobados por la

Direccion Nacional de Sanidad Animal (SENASA).

6.9. Analisis de Hibridizacion en Slot blot

2ug del ARN total extraido de trofozoitos salvajes y ADI-HA en crecimiento y a
diferentes horas de enquistamiento fue obtenido combinando el método de extraccién de
TRizol (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) y el sistema de aislamiento de ARN total
SV (Promega, Madison, WI, US). El ARN fue inmovilizado en una membranas de Nytran
(Schleider & Schuell Keene, NH) utilizando el sistema de slot-blot MINIFOLD I, acorde a las
instrucciones del fabricante. Las membranas fueron primero hibridizadas con sondas
antisentido especificas para el gen de adi fueron marcadas con [a->’P]dATP (Amersham
Pharmacia Biotech) y lavadas como se describe (Brown and Mackey, 2001). Se utilizé una
sonda antisentido especifica para gdh o cwp2 como controles. Los cebadores empleados

fueron los mismos que los utilizados para los ensayos de RT-PCR (Tabla 6.3).

6.10. IF

Los trofozoitos se lavaron con PBSm (PBS 1X+medio de crecimiento al 1%, pH 7,4) y
posteriormente se permitid la adherencia a portaobjetos (previamente tratados con poli-
L-lisina) a 37°C en cdmara humeda. Después de la fijacién con formaldehido al 4%, las
células se lavaron y se bloquearon con PBS 1X conteniendo 10% de suero normal de cabra
(Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, US) y Triton X-100 al 0.1%. A continuacion, las
células fueron incubadas con anticuerpos especificos (anti-HA, anti-ADI, anti-SUMO)
diluidos en solucion de Ac (PBS 1X conteniendo 3% de suero normal de cabra y Tritdn-
X100 al 0.1%), seguido de incubacién con Ac secundario (anticuerpo de cabra anti-ratén o

anti-conejo) conjugado a Alexa 488, Alexa 546, FITC o Texas red. Para los casos en que fue
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necesario se utilizé el Acm anti-CWP1. Para la triple tincion, se utilizé el kit Zenon Tricolor
IgG1 de ratdn (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US), siguiendo el protocolo sugerido
por el fabricante. Por ultimo, las preparaciones se lavaron y se montaron en medio de
montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, US]. La marcacién fluorescente
se visualizd a través de un microscopio confocal Olympus FV1000 motorizado (Olympus
UK Ltd, Reino Unido), utilizando objetivos de inmersion en aceite (NA 1,32) 63X o 100X.
Los fluorocromos se excitaron usando un laser de argdén a 488 nm y un laser de criptén a
568 nm. DAPI se visualizd mediante excitacion con luz ultravioleta utilizando un laser de
argén 364 nm. Las hendiduras de deteccidon fueron configuradas para reducir al minimo
cualquier cruce de sefial entre los canales. Las imagenes de contraste diferencial de
interferencia (DIC) se recogieron simultdaneamente con las imdagenes de fluorescencia.
Finalmente la las imagenes fueron procesadas utilizando los programas Image) y Adobe
Photoshop 8.0 (Adobe Systems). Las Imagenes fluorescentes se observaron con un
microscopio invertido (Carl Zeiss Axiovert 35M), utilizando un objetivo de inmersién en
aceite 100X (Carl Zeiss) equipado con epifluorescencia y contraste diferencial de
interferencia (DIC) y fueron capturadas a través de microscopia de fluorescencia regular
mediante una cdmara intensificada por tubo de silicio (SIT-C2400; Hamamatsu
Phototonics, Bridgewater, NJ). Por Ultimo, las imagenes fueron digitalizadas directamente
en el programa para procesamiento de imagenes Metamorph/MetaFluor (Universal

Imaging Corporation, West Chester, PA, US).
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Tabla 6.5.: Anticuerpos utilizados en los ensayos de IF (e inmunotransferencia)

Anticuerpo Procedencia Dilucion Casa Comercial
Anti-HA Monoclonal de ratén 1:300 Sigma (St Louis, MO, US)
Anti-ADI Policlonal de ratén 1:800 Provisto por el Dr. Staffan Svard
Anti-GMP1 Monocolonal de raton  1/100 Zymed Laboratories, Invitrogen
Anti-SUMO 13C5 Monoclonal de ratén 1/100 Generado por el laboratorio
Anti-citrulina Policlonal de conejo 1/25 Upstate (Millipore)
Anti-VSP1267 Monoclonal de ratén 1/100 Generado en el laboratorio
AlexaFluor-488 Monoclonal de raton 1/1000 Molecular Probes, Eugene, Oregon, US
Alexa Fluor-586 Monoclonal de ratén 1/1000 Molecular Probes, Eugene, Oregon, US
Alexa Fluor- 555 Monoclonal de conejo  1/1000 Molecular Probes Eugene, Oregon, US
FITC Policlonal de ratén 1/200 Cappel Laboratories
Texas Red-586 Policlonal de ratén 1/500 Cappel Laboratories
Anti-HA FITC Monoclonal de ratén 1/100 Sigma (St Louis, MO, US)
Anti-CWP1 FITC Monoclonal de ratén 1:100 Waterborne, New Orleans, LA
Anti-CWP2 Monoclonal de ratén 1/100 Generado en el laboratorio
Anti-HRP Policlonal de ratén 1:1000 DakoCytomation
Anti-HA/HRP Monoclonal de ratéon 1:1000 Sigma-Aldrich (St Louis, MO, US)

Para los analisis cuantitativos, las imagenes fueron expuestas y procesadas

idénticamente. Al menos 200-400 células que expresaron cada tipo de proteinas fueron

examinadas. Los datos fueron estadisticamente evaluados utilizando test de Student.

6.11. Andlisis de Colocalizacion Cuantitativa (QCA del inglés, Quantitative

Colocalization Analysis)

El analisis cuantitativo de colocalizacidén se realizé sobre imdagenes obtenidas por
inmunofluorescencia y microscopia confocal, utilizando el paquete de procesamiento de
imagenes Fiji (http://fiji.sc/wiki/index.php/Fiji). La sefial de fondo se corrigié usando un
valor de umbral para todos los canales de manera de corregir la sefal completamente.
Posteriormente, se examind el coeficiente de correlacion segun Manders (M). Los valores
de M estan en el rango de 0 a 1,0. Si el analisis de la imagen arroja como resultado un

coeficiente de correlacién de 0,5, implica que en el 50% de los pixeles, hay solapamiento.
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Un valor de cero, significa que no hay pixeles superpuestos. Este coeficiente no es sensible
a las limitaciones tipicas de las imdagenes de fluorescencia (Sun and Crossland, 2000)
(Garcia Penarrubia et al., 2005) (Zinchuk et al., 2007). Se considera que hay colocalizacién
en el rango de 0.6 a 1.0. El diagrama de dispersion (del inglés, Display Frequency Scatter
Plot) es un mapa de dispersidn de intensidades rojas y verdes, representando los colores
la frecuencia con la que los pixeles verdes y rojos se combinan entre si en la imagen

original (por convencidn, los colores mas cdlidos representan altos valores).

6.12. Citometria de Flujo

Para evaluar la culminacién del proceso de enquistamiento en Giardia, se crecieron
trofozoitos hasta monocapa en medio de PE y se indujeron a enquistar. Luego de 36h de
enquistamiento las células fueron enfriadas en hielo y centrifugadas a 500 x g por 10 min a
4°C. Para analizar la expresion superficial de CWPs (quistes), las células fueron lavadas con
PBS y marcadas con el anticuerpo anti-CWP1 conjugado a FITC (1:150 en solucidn de
anticuerpo) por 1h a 4°C. Después de lavar con PBS tres veces, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 4%. Los controles incluyeron anticuerpos no relacionados. Los
quistes se lavaron y analizaron utilizando un citémetro Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic
Sytem) del Departamento de Bioquimica Clinica, CIBICI (CONICET), Facultad de Ciencias
Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba. Los datos fueron analizados usando el

programa de analisis FlowJo.

6.13. Determinacion del Contenido Total de Proteinas

Fue realizado utilizando el ensayo comercial Qubit ® Protein Assay Kit (Molecular

Probes, Eugene, OR, US).

6.14. Electroforesis de Proteinas en Geles de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se utilizaron 10 pg de proteinas totales de lisados de pardsitos en solucion
amortiguadora de muestra (SAM: Tris-HCI 0.5 M pH= 6.8; SDS 10%; azul de Bromofenol

0.5% vy glicerol) en presencia o ausencia de B-mercaptoetanol 5 mM, y se hirvieron por 10
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min (Laemmli, 1970). La separacion de las proteinas se realizd en geles de Bis-Tris al 12% o
15%. La electroforesis fue realizada utilizando el sistema BioRad Mini-Protean II, a voltaje

constante de 200 V.

6.15. Inmunotransferencia

La transferencia de proteinas desde los geles a membranas de nitrocelulosa
(Amersham Hybond™ ECL™, Little Chalfont, UK) se realiz6 a 15 V, por 1h a temperatura
ambiente (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) en tampdn Tris 20 mM, glicina
150 mM y metanol al 20% [Towbin H. y col.,, 1979]. Finalizada la transferencia, las
membranas fueron bloqueadas con 3% de leche en polvo con bajo contenido graso
(Molico, Nestle®) y Tween 20 al 0,1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US), en tampdén TBS
(del inglés, Tris Buffered Saline) (tampdn Tris-salino: 25 mM Tris, 150 mM NaCl) por 1h en
agitacion, a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos IgG anti-HA en una dilucién de 1:1000 vy, luego de tres lavados con TBS-Tween
20, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario marcado con la enzima
peroxidasa de rabano o HRP (del inglés, Horseradish peroxidase) [anticuerpo de cabra
anti-raton Ig (H+L)-HRP] (Dako, Dinamarca). Luego de varios lavados en TBS-Tween 20 al
0,1%, las proteinas se visualizaron por autorradiografia con el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal West Pico (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, US.).
Brevemente, 24 uL de luminol 1,25 mM y 4 pL de acido cumarico 200 uM (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, US) fueron agregados a la solucion tampdn Tris-HCI 100mM pH 8.6 e,
inmediatamente antes de incorporar a la membrana, se afiadieron 3 pL de peréxido de
hidrégeno al 30% V/V. Después de 1 min de incubacién en oscuridad, la membrana
escurrida fue cubierta con una ldmina de plastico y una pelicula de fotografia Agfa Ortho
CP-G Plus (AGFA) fue expuesta por 2 min en un cassette para autoradiografia. Finalmente,
la pelicula fue revelada entre 3 a 5 min hasta la aparicién de bandas, fijada y lavada con
agua. Los controles incluyeron la omisién del Ac primario, el uso de un Ac no relacionado,

o ensayos con células no transfectadas.
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6.16. Ensayos de Dot blot

Se tomaron 5 ul de homogenato de trofozoitos de Giardia o proteina
recombinante, y se mezclaron con igual cantidad de SAM. Las muestras asi preparadas se
sembraron en una placa de 96 pocillos con vacio, empleando como soporte una
membrana de nitrocelulosa (Amersham Hybond™ ECL™, Little Chalfont, UK). A
continuacion, la membrana fue incubada en solucién amortiguadora de bloqueo, y con los

Acs primarios y secundario, como se detalla arriba.

6.17. Fraccionamiento Subcelular

Trofozoitos en crecimiento y distintos tiempos de enquistamiento fueron
resuspendidos en solucidn amortiguadora A (20mM Tris-HCI, pH: 7.6, 5 mM MgCl,, 1.5mM
KCl, 1mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 2 mM DTT, and 0,1% Nonidet P-40), y
se sonicaron. El homogenato fue centrifugado a 760 x g a 4°C por 10 min y se separd la
fraccion citoplasmatica (sobrenadante) y el precipitado (nucleos). En ambas fracciones se
realizaron ensayos de inmunotransferencia, como se describié previamente, utilizando el

Ac policlonal anti-ADI.

6.18. 1P

Los trofozoitos de Giardia fueron enfriados y lisados en solucién tampdn de lisis
(50mM Tris, pH 8, 120 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, e inhibidor de proteasas)
por 30 min en hielo y centrifugados a 13000 x g por 5 min a 4°C. El lisado celular se limpid
utilizando perlas de proteina L-Agarosa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) por 30
min a 4°C, y subsecuentemente el sobrenadante fue sujeto a IP utilizando 300 pl del Ac
anti-SUMO 13C5 o anti-GMP1 por 4h, y se incubd toda la noche a 4°C con proteina L-
Agarosa. Las perlas fueron lavadas cuatro veces con solucion amortiguadora de lavado (50
mM NaH,P0O4, 300 mM NaCl pH 8, 0.1% Tritén X-100, e inhibidores de proteasas),
centrifugadas a 700 x g, resuspendidas en solucién SAM, y hervidas por 10 min para los
ensayos de inmunotransferencia utilizando el Acm anti-HA conjugado a HRP (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, US) o el Ac policlonal anti-ADI.

136


http://en.wikipedia.org/wiki/Little_Chalfont

Capitulo 6: Materiales y Métodos

6.19. Aislamiento de Histonas e Identificacidon por Espectrometria de Masas

Los parasitos centrifugados fueron lavados dos veces con PBS frio e incubados con
una solucién amortiguadora de lisado (Hepes 20 mM, NaCl 100 mM, NaF 50 mM, EDTA 5
mM, Tritén X-100 1%, Deoxicolato de Sodio 1%, PMSF 5mM y lodoacetamida 1 mM) por
10 min a 4°C. Las células fueron centrifugadas a 12000 x g por 10 min a 4 °C, y el
precipitado fue resuspendido en 1 mL de agua, agregandose luego 22 uL de H,SO,. Luego
de su incubacién por 1h a 4°C, las histonas fueron precipitadas con 10 volimenes de
acetona a -20 °C toda la noche. Al dia siguiente se precipitaron por centrifugacién a 12000
X g por 15 min a 4°C. El precipitado se dejoé secar, y luego se analizé en geles de
poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE). Subsecuentemente el gel fue procesado para
inmunotransferencia o tefido con azul de Coomassie R-250 como se describid en la
seccidn 6.6.4. Para esta tincidn, se incubaron los geles con la solucion azul de Coomassie
durante 1h a temperatura ambiente y seguidamente se dejaron incubando con dH,0 toda
la noche a temperatura ambiente para eliminar el exceso de colorante. Se utilizaron
diversas concentraciones de albimina de suero bovino (BSA) como estandar para la
cuantificacion.

Para el analisis por la técnica de MALDI-ToF-MS (del inglés, Matrix-Assisted Laser
Desorption-lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry), las bandas obtenidas fueron
escindidas individualmente y se enviaron al Dr. Ulf Hellman (Departamento de Biologia

Celular, Universidad de Uppsala, Suecia) para su identificacion.

6.20. Ensayo de Citrulinacion

El aislamiento de las histonas fue realizado en trofozoitos en crecimiento y
trofozoitos enquistando a 36h como se describe en la seccién anterior. Las muestras
fueron resuspendidas en 20 pl de SAM y se sembraron en un gel de poliacrilamida al 15%.
Las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa, y luego se continué con el
ensayo de deteccién anti-citrulina que incluye una etapa en la cual se modifica a la
citrulina para que sea reconocida por el Ac provisto en el kit, segin las recomendaciones

del fabricante (Millipore, Darmstadt, Germany) (Senshu et al., 1995). Las proteinas

137



Capitulo 6: Materiales y Métodos

citrulinadas se detectaron utilizando el Ac anti-citrulina seguido de la incubacién con el Ac
secundario anti-HRP. Los controles incluyeron la omisién del Ac primario (anti-citrulina) o
la ausencia de la etapa de modificacion quimica de la citrulina. El mismo ensayo de
deteccion fue utilizado para IFl. Se utiliz6 como Ac secundario el Ac policlonal anti-conejo
Alexa 488 (1:200). Finalmente, las preparaciones fueron montadas en medio de montaje
Vectashield. Las imagenes fueron colectadas en el microscopio confocal Olympus FV1000
usando un objetivo de inmersidon de 63x (NA 1.32, zoomX). Las imagenes de DIC fueron
recolectadas simultdneamente con las imagenes de fluorescencia utilizando un detector
de luz transmitida, y se procesaron en conjunto utilizando el programa Adobe Photoshop

8.0 (Adobe Systems).
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