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The truth is what is, and what should be is a fantasy.
Lenny Bruce
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Crigordia lamblio es un parasito intestinal considerado como uno de los eucanotas
mis primitives, Vive en el duodeno de los humanos v otros mamiferos v es el agente
causante la giardiasis, una enfermedad que puede manifestarse clinicamente con diarrea
aguda o ¢ronica asi como puede causar infecciones asintomaticas.

Criavdia esth recublerio por proteinas de superficie que constituven una interfase
enire el pardsito y el medio ambiente y que pertenecen a la familia de proteinas [lamadas
Proteinas Variables de Superficie (Variant-specific Surface Proteins - VSPs). Su genoma
contiene aproximadamente entre 150 y 200 genes codificantes para estas proteinas. pero
silo una V8P es expresada sobre 1a superficie de cada parasito en un dado momento v
puede ser recambiada por otra mediante un mecanismo de regulacion post transcripeional.
Los estimulos que inducen este recambio son atn desconocidos.

Varios estudios han sugerido que anticuerpos monoclonales contra una VSP
especifica podrian tener efectos citotoxicos sobre Grigrdia. En el presente trabajo de tesis se
demuestra no solo que los anticuerpos monoclonales contra VSPs no tiene efecto citotdxico
sobre el parasito, sino también que son un estimulo que induce variacion antigénica in virro,
sugiriendo que la presion del sistema inmunitario podria ser la principal causa de fa
variacion antigénica in viva,

Criardia lamblia 15 an intestinal protozoan considered one of the most pnmitive
eukarvotes. It lives in the small intestine of humans and other mammals and is the causative
agent of giardiasis. This disorder is characterized by clinical manifestations ranging from
asymptomatic infection to acute or chronic diarrhea, and closely related to malabsorption.
Citardia is covered with a specific surface protein, which is a true interface between the
parasite and the environment. and belong to a family of proteins called Variant-specific
surface proteins { V&Ps). lts genome contains a repertoire from 150 to 200 genes encoding
these proteins, but only one V8P is expressed on the surface of each parasite at a particular
time and can switches 1o a different VSP by unknown stimul through a post transcriptional
regulation.

Several studies have suggested that monoclonal antibodies against a specific V5P
may have cytotoxic effect on Gigrdia, Through this work it is demonstrated not only that
inmunoglobuling do not have a eytotoxic effect but also induce antigenic variation in vitro,
suggesting that the immune system pression can be a major cause of antigenic switching in
vive,
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Crlardia lomblia (también denominada (7 duodenalis o G, imtestinaliz) es un
microorganismo eucariota unicelular que se desarrolla en el intestine delgado de
veriebrados v es el agente causal de la patologia denominada giardiasis, una parasitosis de
gran relevancia epidemiologica v clinica a nivel global (Caccio 2008; Feng 2011).

Este parisito fue descubierto por el fundador de la microscopia. Antonie van
Lecuwenhoek, en el afio 1681 después de analizar muestras de su propia materia fecal. Sin
embargo, en el afio 1859, fue Lamb quien describid detalladamente a este protozoario,
siendo Crigraia reconocida como género en ¢l afio 1882 luego del aporte realizado por
Kunstlerm { Adam, 2001).

Crigrdic se encuentra distribuida mundialmente v es el pardsito intestinal
predominante en humanos v animales domésticos { Thompson y col. 2000). Esta parasitosis
es mas prevalente en paises no desarrollados donde presenta una prevalencia que va desde
el 1% hasta el 50%, mieniras que en paises desarrollados varia entre el 0.4% hasta el 7%
{(Feng 2011). La incidencia de la infeccion en Argentina es altamente variable, dependiendo
no sélo de las condiciones econdmicas y sanitarias, sino también de la presencia de dreas
con aguas contaminadas, Las prevalencias varian del 3.,7% en la zonas rurales de la
provincia de Buenos Aires o del 5.8% de la ciudad de Neogoén hasta el 26% en una
poblacidn pedidtrica de Rosario v ¢l 27.7% en algunas comumidades aborigenas de la
provincia de Salta (Judrez 2013; Indelman 2011: Menghi 2007 Minvielle 2004; Soriano
2001). Si bien en las zonas endémicas los nifios son mds susceptibles a la infeccion, ¢l
desarrollo de esta parasitosis afecta a individuos de diferentes grupos etarios de una
poblacion (Feng 2011). Una gran parte de los nifios afectados presentan desnutricion, lo
cual interfiere en su normal crecimiento ¥ desarrollo. Aungue el principal reservornio de (5
famblia es el hombre, va sea enfermo o portador asintomatico, fa infeccién de animales
domésticos en los alimos afos se ha visto drasticamente aumentada { Thompson v col.
2000),

{rigrdia constituve uno de los representantes méas primitivos del linaje ewcariota,
presentando inclusive ciertos caracteres que lo relacionan con el linaje procariota (Sogin v
col. 1989 Adam 2001). Su ciclo de vida es simple y puede ser reproducido completamente
en condiciones de laboratorio por lo que constituve un modelo esencial para el estudio de

los mecanismos moleculares v celulares involucrados en la diferenciacion celular {Carranza
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¥ Lujan 2009).

Clasificacidén taxondmica

Clardia lambiia pertenece al réeino Prolista v es un representante de la clase
Zoomastigofora, orden Diplomonadida. Recientemente se ha sugerido la formacion de un
nuevo reino  denominado  Archezoa (“fosiles biologicos™), abarcando a organismos
originados antes de la aparicion de la mitocondria como Giardia spp v Trichomonas ssp
{Adam 2001). Las relaciones filogenéticas relacionadas a este organismo  son
controversiales. Dos grandes grupos de pensamiento proponen ideas opuestas: el primero
de ellos propone que Giardia se encuentra en la base del linaje eucariota, mieniras que el
segundo indica que este organismo constituye uno de los linajes cucariotas que se ha
adaptado a la vida microacrofilica. mucho después del origen endosimbidtico de la
mitocondria (Morrison y col. 2007).

En términos evolutivos Gigrdia posee por un lado caracteristicas indiscutiblemente
primitivas, pero también elementos que reflejan funciones celulares universales de
eucariotas v que han sido conservadas desde Giardin hasta el hombre.

Inicialmente la clasificacion de este género fue basada en los huéspedes que eran
infectados, pero las limitaciones de esta clasificacidn surgieron ripidamente porque los
distintos linajes presentaban idéntica morfologia. Basindose en caracteres morfologicos del
cucrpe medio, se pudieron definir 3 especies (Filice, 1952); Giardia agilis la cual infecta
anfibios, Glardia muris que infecta principalmente ratas y ratones, y Giardia lambiia, la
cual infecta un amplio rango de huéspedes susceptibles, entre los que se encuentran
humanos, perros, gatos v castores, entre otros. Con el pasar de los afios, vy en conjuncidn
con el desarrollo de nuevas técnicas de laboratorio, se describieron 3 nuevas especies:
{rigrdia microfi (infectiva para ratas v ratones), y dos nuevas especies asociadas a la
infeccion en aves: Glardia psittaci v Glardia ardae (Erlysen v Bemrick 1987; Erlvsen.
Bemrncky col. 1990; Monis, Andrews v col. 19949),

Al observar que . famblia era capaz de infectar un amplio v variado grupo de
huéspedes, la clasificacion realizada en una primera instancia claramente enmascaraba una

diversidad ain mavor. Mediante un analisis basado en aloenzimas, se propuso un
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reagrupamiento que involucra dos grandes grupos: ¢l grupo A (lambién conocido como
Polish) y el grupo B (también conocido como Belgian) (Mayrhofer, Andrews v col. 1995).
Estos grupos infectan humanos y se los suele denominar como cepas WB y G5
respectivamente. Ambos son utilizados en diversos estudios, tanlo inmunoldgicos como
bioquimicos, siendo el grupo A mavoritariamente utilizado en estudios in vitro, mientras
que el grupo B es utilizado en estudios de infeccion va que el mismo incluve organismos
capaces de infectar fanto ratones como humanos. Otros cuatro grupos han sido descriptos
procedentes de aislamientos en perros (grupos C v 1), animales unguladoes (grupo E), gatos
(grupe F} v ratas (grupo G) (Monis v col. 200%). Sin embargo, evidencias genéticas
diferentes dentro de los subgrupos presentes en la “especie” Giardia lamblia sugieren que
estos subgrupos en realidad podrian constituir especies diferentes, por lo que los
argumentos utilizados en la clasificacién de (iardia aun no han sido consensuados v

deberian ser considerados nuevamente (Monis y col. 2009).
Giardiasis

La patologia causada por (¢ lamblia se denomina giardiasis. La misma, reviste una
gran imporiancia clinica y epidemiologica, siendo una de las infecciones parasitarias
intestinales mas comunes del mundo (Adam 2001; Ankarklev 2015). La prevalencia de esta
enfermedad varia entre 2-5% en paises desarrollados y 20-30% en paises en desarrollo
(Thompson, 2000). Dentro de la estructura ctana de una poblacion, los infantes son
considerados como los individuos con mas probabilidad de desarrollar la enfermedad
{Adam 2001). Segin la Organizacion Mundial de la Salud. existen alrededor de 200
millones de personas con giardiasis sintomatica en Asia, Africa v América lating. siendo
reporiados 500 mil nuevoes casos cada afio (WHO, 1996) vy se estima que sigue causando
alrededor de 280 millones de infecciones por afio (Lame 2002). La transmision de la
enfermedad se puede producir de miliiples maneras, siendo la ingestion de los guistes
presentes en comidas o aguas contaminadas con materia fecal la principal via de
contaminacion, ¥ constituyendo ¢l origen de brotes epidémicos. Ademas. la dispersion de
esta parasitosis se ve favorecida gracias a las presencia de viajeros en zonas donde este

pardsito &5 endémico, ya que una persona asintomdtica puede desencadenar un brote
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epidémico al llevar la infeccion hacia una poblacion que no ha estado expuesia al parasito
{Chute 1987).

Diferentes sintomas se hacen evidentes dependiendo de varios faciores, tales como
¢l estado del sistema inmune del hospedador en ¢l momento de la infeccidn, la virulencia de
la cepa, la dosis infectante v la duracion de la parasitosis. La infeccidn asinfomdtica
representa la forma mas comiin de la enfermedad v se presents mavormente en adultos, Sin
embargo, la relacion hospedador-parasito que lleva a una persistencia en la infeccion. sin
observarse los sintomas de la misma, adin no se conoce (Adam, 2001; Lujan y Sviird 2011).
Los sintomas predominantes de la giardiasis aguda son diammea. nauseas, dolor abdominal v
frecuentemente pérdida de peso. siendo éste el tipo de giardiasis que generalmente se
presenta en vigjeros. Aungue en la mayoria de los individuos saludables la infeccidn es
limitada, una proporcion (estimada entre el 30-50%) puede contraer giardiasis cromica, la
cual estd asociada a dos o mas afios de diarreas intermitentes acompanadas de debilidad,
dolor de cabeza, deshidratacion v pérdida continua de peso (Thompson v col. 1993; Adam
2001}, Una caracteristica de la pardiasis en todas sus manifestaciones clinicas es la
presencia de cuvadros clinicos de mala absorcidn a nivel intestinal, llevando a una
insuficiencia nutricional (Korman 1990). Esto puede cansar un retraso cn ¢l crecimiento en
nifios aun en ausencia de sintomas gastrointestinales (Fraser y col, 2000).

Los sintomas clinicos mencionados son fundamentalmente debidos a que Criardia
produce dafio en la mucosa intestinal, sin invadir la misma. La fisiopatologia de la
giardiasis implica una pérdida difusa en la longitud de las microvellosidades del epitelio
intestinal que contribuye al deterioro de las enzimas del borde del cepillo v a una
disminucion en la absorcion de electrolitos. nutrientes v agua (Farthing, 1997; Katelans v
col 1995).

La mayoria de los casos de giardiasis pueden confirmarse y diagnosticarse por
andlisis microscopico de materia fecal. La forma guistica es relativamente facil de observar,
sobre todo cuando el paciente no posee diarrea, mientras que la forma trofozoitica puede
hallarse casi exclusivamente cuando el paciente presenta diarrea aguda (McHardy v col.
2014).

En la actualidad las infecciones de Giardia son controladas por medicamentos,

especialmente aquellos derivados de la familia S-nitroimidazol. tales como metronidazol
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(Flagyl), mebendazol/trinidazol (TRUcompuestio), furasolidona (Furoxone) y tinidazolo
(Tindamax) (Miyamoto v Eckmann 2015). Estas drogas funcionan generando radicales
libres que son Wxicos para la eflula. tras drogas de uso comun son las que desestabilizan
el citoesqueleto del parasito, tales como benzimidazol v albendazol { Gardner y Hill, 2001 ).
Aunque estos medicamentos son econdmicos y efectivos para el tratamiento de la
giardiasis, la utilizacion de los mismos ha sido cuestionada debido a que producen varios
efectos colaterales en el paciente. Por otro lado, un abuso en su utilizacion ha inducido la
generacion de cepas resistentes, cuyva existencia se ha reportado en reiterados casos clinicos

rardmer v Hall, s Mivamolo chkimann :
Gardner v Hill, 2001: Miy v Eckmann 2015

Biologia celular de Giardia

El ciclo de vida

El ciclo de vida de Giardio se caracteriza por ser simple ¥ no necesitar huéspedes
intermedianos entre los diferentes estadios. El mismo estd constitimdo por dos formas gue
presentan diferencias tanto morfologicas como bioguimicas (Adam 2001; Carranza and
Lujan 2009),

El ciclo de vida (Figura 1) comienza con la ingestion de quistes. que son las
estructuras de resistencia. Al llegar al estdmago ¥ encontrarse con un medio acido, estas
estructuras comienzan a diferenciarse en trofozoitos que ¢s la forma vegetativa del pardsito
Y gue se encuenira asociada a los sintomas. A este proceso se lo denomina
desenguistamiento, Una vez en el intesting, los trofozoitos se dividen por fision binaria
colonizando el epitelio intestinal v bloqueando de esta manera la absorcion de los nutrientes
por parte del huésped. Al ir descendiendo por el fracto intestinal se encuentran con un
ambiente carente en colesterol v en donde el pH es mis alto, lo que dispara el proceso de
emguistamienio (Lujan y col 1996). Los quistes son luego liberados con las heces y los
mismos cierran ¢l ciclo de vida cuando son ingeridos nuevamente por huéspedes
susceptibles { Adam, 2001: Carranza ¥ Lujan 2010}, Estos  cambios  bioquimicos ¥
morfoldgicos permiten al pardsito sobrevivir a condiciones ambientales no favorables y de
esta manera propagarse entre individuos susceptibles. Estudios moleculares han permitido

determinar las condiciones bajo las cuales este ciclo de vida puede ser completamente

i
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reproducide in vitre {Boucher and Gillin 199)), por lo que los cambios que se encuentran

involucrados pueden ser estudiados.

isie
[A)

ENQUISTAMIENTE / DESENQUTSTAMIENTEY

Trofozoito
1B}

Trofozoito
enguistando
(D)

Trofozoito en division por Nsion binaria
iC)

Fig.1 - Cielo de vida de Glardla bameblie. La infeccion por Giaedla comienza con la ingestién de los
quistes del pardsito (A). La exposiciin de los quistes al ambiente dcido del estdmage induce el proceso de
desenquistamiento {B), mediante el cunl los quistes se diferencian o la forma vegetative del parisito que
son bos trofoeniios. En el intesting, los trofozoites se dividen por fistbn binaria (C), colonizando v
adheriéndose al epitelio intestinal, produciéndose de esta manera un blogueo de | absorcion de
nutrientes. Al ir descendiendo por el intesting, el ambiente pobre en colesterol v con mayer pH induce el
proceso de enguistamiento ([3), durante el cual los trofozeitos transporian vesicularmente proteinas de
enquisiamiente hacia su superficie. Una vez formades los quistes (A}, éstos son liberados al exterior con
las heces, pudiendo fuego ser tronsmitidos o un nueve hudsped v cerrande asi ¢l ciclo de vida del pardsito.

El trofozoito
Luego de producirse el desenguistamiento, cada quiste viable es capaz de liberar 2

células vegetativas denominadas frofozodtos, las cuales se dividirdn luego por lisiom binaria
para colonizar ¢l epitelio intestinal del organismo huésped. (Figura 2)

Esta forma del pardsito se caracteriza por medir aproximadamente entre 9 ¥ 15 pm
de largo, 5 2 9 um de ancho y presentar forma de pera (piriforme). El mismo presenta una
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CHATa POSIETION CONVEXE vV UNa cara anterior concava.

La superficie del trofozoilo estd cubierta por solo un representante de una familia de
proteinas homologas denominadas proteinas variables de superficie (VSPs por sus siglas en
ingles Vanant-specific Surface Proleins). Estas proteinas son reconocidas por el sistema
mmunolégico del huésped y constituyen una interfaz entre el pardsito vy el organismo
hospedador (Adam 2001; Prucca v Lujan 2009),

Crigrdia posee dos micleos por célula, recientemente sc ha presentado evidencia de
la presencia de nucléolos gracias a estudios realizados con microscopia electronica de
transmision v confocal (Tian, Yang v col. 2010), Ambos nucleos del parasito presentan la
misma cantidad de material genético, son transeripcionalmente activos y su replicacion es
simultinea, encontrindose ambos micleos simétricos respecto al eje longitudinal {Yu, Birky
y col. 2002). Respecto a la ploidia. algunos autores presentan resultados controversiales,
proponiendo tanto que el pardsito posee dos nicleos haploides (Kabnick and Peattie 1990)
como que ambos nicleos son poliploides presentando al menos cuatro copias de cada
cromosoma por organismo (Adam 2000), Se han identificado v caracterizado algunos genes
gue presentan intrones (Nixen y col. 2002; Russell v col. 2005), pero la ausencia de los
mismos €5 una caracteristica de este organismo umcelular {Adam 2001; Camanza ¥ Lujan
2009). Recientemente se ha reportado que ciertos genes presentes en el genoma de Giardia
son lranscriptos en forma parcial desde diferentes porciones no contiguas del genoma y
luego son unidos mediante la accion del espliceosoma. proponiendo de esta forma una
nueva funcidn para este complejo de proteinas en este pardsito primitivo {Kamikawa y col.
2011: Blumenthal. 2011). Tanto las regiones intergénicas, como asi también las regiones no
codificantes 5" v 1" de los genes de este pardsito son muy cortas, comenzando la
transcripeion en nucledtidos muy cercanos al inicio de traduccidén. Esta ausencia casi total
del regiones transcriptas pero no traducidas (0-14 nt UTR) es otra caracteristica de los
genes de (riardia. Respecto a la traduccion de los ARN mensajero. la maquinaria
invelucrada es diferente a la de otros organismos eucariotas, tal vez relacionado al hecho
que existan regiones 57 v 37 no traducidas muy cortas {Yu y cel. 1998; Adam 2001; Lujén v
Svird 2011). Salo la presencia de un capuchén 5° v el codon de iniciacion generan una
estructura capaz de promover la traduccion de los ARN mensajeros (Li vy Wang 2004).

El cioesqueleto de Gigrdia estd constituido por complejas estructuras

e
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microtubulares, v estd involucrado en la virulencia del pardsitc va gue estd asociado a
procesos de locomocion v adhesion celular. Incluye cuatro pares de flagelos, un disco
ventral, un cuerpo medio v una estructura denominada funis (Elmendorf v col. 2003).

Los flagelos, encargados de la motilidad celular, se extienden en pares desde los
granulos basales presentes en ¢l polo anterior entre ambos nicleos. Se localizan en posicion
anterior, posterior lateral, caudal v ventral (Figura 2). Estas estructuras estarian
involucradas en procesos de desenquistamiento, va que son las primeras en surgir fuera de
la estructura quistica {Buchel v col. 1987)

El disco ventral esta consttumdo por estructuras hibrosas ¥y microtubulares
complejas. Estd involucrado en la adhesion del pardsito al epitelio intestinal v permite que
(rigrdia pucda tomar los nutrientes (Figura 2). Este disco presenta una forma concava v
estd constituido por proteinas contrictiles encargadas de generar la presion negativa que
permite que los parasitos s¢ adhicran. Entre las proteinas contrictiles se encuentran: a v fi
tubulina, actina, a-actininina, miosina, tropomiosina (Feely v col, 1982), como asi también
giardinas, las cuales se caracterizan por ser proteinas acidicas con presencia de a-hélices
{Peattie 1990)., También cumple funciones durante la division celular participando en la
divisitn de los nicleos (Solari v col. 2003; Benchimol 2004}, Durante el enquistamiento, €l
disco ventral se particiona en fragmentos gue luego del desenquistamiento vuelven a
ensamblarse para constituir nuevamente la organela.

En la parte media del trofozoito se encuentra localizado el cuerpo medio, el cual es
una estructura unica perteneciente al género Giardia, S¢ ha postulado que esta organcla
estaria involucrada en la progénesis del disco ventral (Solan v col. 2003; Piva y Benchimol
20014 ).

El funis es una estructara compuesta por dos bandas de microtibulos ¥ axonemas
gque se asemeja al axestilo de otros organismos pardsitos. El mismo emerge desde los
axonemas de los flagelos caudales v se extiende hasta la porcion posterior de la célula. Se
ha propuesto que es el responsable del movimsento caudal lateral de los trofozoitos
{Benchimol y col. 2004).

En los troforoitos de Giardia, el reticulo endoplasmitico (RE) fue caracterizado a
partir del descubrimiento de una chaperona residente en esta estructura subcelular, la
GRPTR/BIP (Lujan v col. 1996; Soltys v col. 1996) v de tres proteinas disulfuro isomerasas,
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(PD1s}, las cuales se encuentran en ¢l RE de eucanotas superiores. Estas PDIs se asocian a
la formacion de puentes disulfuro en proteinas recientemente sintetizadas (Knodler v col.
1999 McArthur v col. 2001; Davids v col. 2004). El RE se encuentra involucrado durante
los procesos de diferenciacion celular del parasito ya que, en dicho estadio, la estructura se
expande por la generacion de proteinas que luego serdn secretadas para formar la pared del
guiste {Gillin y col. 1996; Lujan y col. 1996; Lujan y col. 1997; Gottig v col. 2006).

En proximidad a la membrana plasmatica sc encuentran unas cstructuras
subcelulares denominadas vesiculas periféricas (PVs). Su actividad estd relacionada a la
acumulacion ¥ metabolismo de macromoléculas exdgenas, debido a la presencia de
enzimas hidrolincas en su intenor (Adam, 2001). Estos compartimientos se caractenzan por
ser acidicos ¥ constituven el sistema lisosomal/endosomal del pardsito. Diferentes estudios
han evidenciado su participacion en procesos de desenquistamiento (Slavin v col, 2002) o

formacion de la pared del quiste {Touz v col. 2002).

Disco veniral

Fig. 2 - El trofozoiio de Glordia lomblie. A. Diagrama peneral con las estruciurns ¢clulares de un
ireforaito. B. Panel superior, Microscopia elecirdiica de barrido de un trofozoito visto por su cara veniral
{izquierda} v dorsal (derecha). Paned inferior, Inmunoflusrescencio utilizando anticuerpas monocbonales
anti-giardina que permite visualizar el diseo ventral (izquierda) v anti-tubulina que indica los flagelos
{derecha)

14
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Las vesiculas especificas de enguistamiento (ESVs) son estructuras subcelulares que
se desarrollan durante el proceso de diferenciacidén celular a quiste (Reiner y col. 19%0;
Faubert y col. 1991; McCaffery v col. 1994; McCaflery ¥ Gillin 1994). Estas organelas se
caracterizan por ser de morfologia imegular, medir aproximadamente 1 pm y por estar, la
secrecion de su contenido, asociada al aumento de concentracién de Ca'® (Touz y col
2002), asemejindose de esia manera a los granulos de secrecidn regulada caracteristicos de
cUCarotas superones.

A pesar gue existen en Giardio mecanismos de transporte constitulivo v regulado,
es controvertida la presencia del aparato de Golgi, organela responsable del procesamiento
y distnbucion de proteinas (MeCaffery v Gillin 1994; Lanfredi-Rangel v col, 1999, Marti v
Hehl 2003). Sin embargo, la presencia en cierlas proleinas de sefiales de retomo desde ]
Golgi al RE v la aparicion de estructuras gue cumplirian con la funcién del aparato de
Golgi durante el proceso de diferenciacion, demostranian la presencia de esta organela, por
le menos en dicha etapa del ciclo de vida de Gigrdia (Lujdn v col. 1995), No obstante, un
esiudio realizado por Elias y colaboradores indicaria que Glardia no posee un aparato de
Golgi tipico (Ehas v col. 2008), por ¢so otros estudios son necesanios para clarificar esta

COontroyersia.

El quiste

Esta forma celular del pardsito se caracteriza por ser resistente a largos periodos de
exposicion a un ambiente externo al del huésped. El citoplasma del quiste contiene todas
las estructuras subcelulares que pueden ser observadas en los trofozoitos vegetatives, Los
trofozoitos sufren un proceso de division celular incompleta (sin citocinesis) durante ¢l
proceso de enquistamiento, por lo gue los mismos presentan 4 nicleos en su citoplasma
{Adam 2001). La pared del quiste se constituye de una capa filamentosa de 0,25 um y de
dos membranas celulares separadas por ¢l cspacio peritrapico (Erlandsen v col. 1989;
Erlandsen v col. 1996; Chavez-Munguia v col. 2004). Esta distribucion estructural permite
que la pared sea sclectivamente permeable, controlande la entrada de las moléculas v
permitiendo también ser resistente a las condiciones adversas donde esta estructura se
mantiene { Adam 2001} (Figura 3).

Esta capa filamentosa esta formadas por un 63% de carbohidratos ¥ un 36% de
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proteinas (Jamroll v col. 1989; Manning v col. 1992; Adam 2001). El azicar predominante
es un polimero de fl.3-N-acetil-D-galactosamina (Jarroll y col. 1989}, mientras que los
componentes proteicos mayoritarios son las denominadas proteinas de la pared del quiste 1,
2 v 3 (CWPL, CWP2 v CWP3) (Lujan ¥ col, 1995; Mowatt v col. 1995; Gillin y col. 1996;
Sun ¥ col. 2003).

A B
Pared quistica (PQ)
Nuacleos (N)

Disco ventral
fragmentado (DVF)

Flagelos (FC)

Fig. 3 - El quiste de Ginrdis lamblia, A, Esquemn con los estructuras subcelubares del quiste de Glardia '
fmbdlia. B Microscopia elecirdnica de transmisidn de un quiste. PO, pared quistica; FO, Magels caudal;
DFF, disco ventral fragmentada,

Variacion antigénica

Durante una infeccidn parasitaria. la capacidad de pgenerar células con perfiles
fenotipicos diferentes aumenta notablemente la probabilidad que al menos una peguefia
poblacidn de organismos parasitos sobreviva a la accion del sistema inmunitario y permita
perpetuar la especie. En pardsitos protozoarios la capacidad de modificar el fenotipo es
generada mediante un mecanismo denominado variacion antigénica, el cual consiste en la
expresidn de un delerminante anligénice en su superficie v su capacidad para,
posteriormente. cambiarlo por otro antigeno distinto,

Si bien este mecanismo presenta particularidades en los diferentes organismos

1
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donde se ha descripto, el mismo presenta los siguientes puntos que lo caracterizan como tal:
*  Presencia de antigenos inmunogénicos v reducida reaccion inmunoldgica cruzada,
= Familia de genes homdlogos que codifican para antigenos de superficie.
*  Mecamsmo de expresion reversible de estos antigenos en células individuales para
imiciar una nueva subpoblacion antigénicamente diferente,
*  Mecanismo que garantiza la expresion muluamente excluyente de sdlo uno de estos

genes.

Un gran nimero de parisitos logran establecer infecciones cronicas en sus
huéspedes. Un factor fundamental para lograrle es la densidad del parasito al producir la
infeccion: si la densidad supera el limite de patogénesis, ¢l huésped muere v no se lleva a
cabo la ftransmision del parasito. mientras que si la densidad alcanza niveles
extremadamente bajos sera eliminado por el sistema inmune del huésped. El mecanismo de
viriacion antigénica permite mantener la densidad del pardsito entre ambos limites:
mientras ¢l sistema inmune limita la carga parasitaria, el cambio fenolipico permile a una
pequeia fraccion de la poblacion evadir la respuesta inmune. Asi se favorece la transmision
del pardsito v se convierte en una caracleristica que conliere al mismo una ventaja evolutiva
i Turner, 1999; Johnson v col. 2012; Hovel-Miner 2015).

Sin embargo. no solo organismos pardsitos como Plasmodium falciparum,
Trypanosoma brucei o Giardia lamblia sufren variacién de sus proteinas de superficie, sino
también organismos de vida libre como Paramecivm o Tetralvmena (Nash v col. 1992a;
Scherf v col. 1998: Donelson, 2000, Kusch v Schmidi, 20001), A pesar que estos
organismos no deben enfrentar una respuesta inmunologica, este mecanismo serviria para
proteger a los mismos de factores ambientales adversos, Estas proteinas variables tal vez
participen en la recepcion de sefiales celulares externas censando los cambios ambientales v
permitiende al organismo expresar aquella molécula que favorezea su supervivencia
(Kusch y Schmidt, 2001). Asimismo es posible que la presencia de este mecanismo refleje
su condicion parasitaria primitiva.

En Ciardia la varacidn antigénica fue descubierta como un fendmeno espontanco
tn vitro observindose diferencias en los patrones de marcado superficial al incubar

diferentes aislados de células con antisueros especificos (Nash v col. 198%; Mash v



Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas UNC

-

Aggarwal, 1986; Nash y Keister, 1985) y mediante la generacion de anticuerpos
monoclonales (mAb) que reconocen epitopes superficiales de s6lo algunos trofozoitos en
una poblacion determinada {Nash y Aggarwal; 1986). Afios mas tarde, se demostrd que este
proceso de vanacion antigénica también ocurria durante el transcurso de la infeccidn en
humanos vy amimales de laboratorio (Muller y Gotistein, 1998; Nash y col. 1990; Aggarwal
y Mash, 1998). La exposicion de trofozoitos a anticuerpos monoclonales que reconocen
especificamente una proteina variable de superficie (VSP) conduce a la agregacion de los
mismos v a una supuesta muerte celular (Heyworth, 1992; Nash v Aggarwal, 1986; Touz
2005). Los trofozoitos que sobreviven a este ensayo no son reconocidos por este anticuerpo
monoclonal ¥ por lo tanto son capaces de generar una poblacion que expresa una proteina
variahle de superficie diferente a la original, demostrando de esta forma el mecanismo de
variacion antigénica que caracteriza a este pardsito (Mash y col. 1988; Nash y Aggarwal,
1986).

CGeneralmente, solo un tipo de V5P es expresada en la superficie del pardsito en un
momento determinade. Durante el recambio de la misma (swirching), los trofozoitos
expresan simultineamente dos VSP antigénicamente diferentes (Nash y col. 2001}, De la
misma manera se ha reportado que duranie ¢l proceso de enguistamiento v
desenquistamiento ocurre la expresion simultdnea de dos proteinas variables de superficie
(Carranza v col. 2002; Svard v col, 1998).

Aungue se ha informado que el proceso de variacion antigénica esta asociado a la
presencia de anticuerpos especificos para estas proteinas de superficie, el recambio de las
mismas se da aun en ausencia de cualquier presidn inmunoldgica (Nash, 2002; Bienz y col,
2001). La frecuencia de recambio de una VSP por otra es dependiente no sdlo del
aislamiento con el que se rabaje (WB o GS), sino también de la VSP que se estudie. Se ha
reportado que la frecuencia de cambio de una VSP se encuenira entre 6,5 generaciones por

el aislamiento GS v 12-13 generaciones por el aislamiento WB (Nash y col, 1990).

Proteinas variables de superficie (VSPs)

Las V5Ps constituven una famibia de proteinas integrales de membrana tipo [ (Smith

y col. 1998). Estas proteinas de superficie muestran gran variabilidad en su peso molecular
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(entre 30 y 200 kDa), todas poseen un pl de -3, son ricas en cisteina, y contienen
generalmente un 11-12 % de estos residuos en motivos Cys-X-X-Cys (donde X representa
cualquier aminodcido) dispuestos a lo largo del dominio N-terminal extracelular (Gillin ¥
col, 199); Nash v col. 1992a). Mediante estudios bicinformaticos, se ha determinado que
todos los integrantes de la familia de VSPs que se encuentran codificados en el genoma de
Crigrdia presentan un péptido sefial. Su extremo C-lerminal estd compuesio por una region
altamente conservada de 38 aminoacidos (90% homologia) que inclove un dominio
transmembrana apolar (23-25 aminodeidos) inmediatamente seguido por un dominio de
silo cinco aminoacidos (CRGKA) localizado en el citoplasma del parasito (Gillin ¥ col.
1990; Mowatt v col. 1991), este dominio se encuentra conservado en todas las proteinas

pertenecientes a esta familia (Figura 4).

CHXEL CHME CRGKA
» — I I
¥ f N\
Regién variable Dominio Dominio
rica en cisteinas transmembrana citosdlico

Fig. 4 - Estructura de una proteina variable de superficie (VSP). El dominio extracelular M-lerminal
de las VSPs varia en tamafio entre 20-200 kDa y e rico en cisteinas, presente en un 11-12% en motivos
CXXC, El dominio citosdlico C-terminal ea pequefio (3 aminodcidos) v estd altamente conservado en
todas las proteimas de la famiha VSP

|

El grado de homologia que existe entre los diferentes genes que codifican para
proteinas variables de superficie varia desde la completa duplicacion hasta la presencia de
regiones de conservacidn total seguida por regiones de compleia divergencia { Adam, 2010),
Estaz observaciones sugieren que el amplio repertono de V5Ps se origind por una
combinacion de evenios de duplicacidén, seguidos por mecanismos de divergencia y
recombinacion (Adam, 2000}, A pesar que todos los genes VSPs parecen estar formando
“clusters”, no existe en la actualidad evidencia que indique que estos genes estén ligados

transenipeionalmente (Adam, 2000).
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La familia de proweinas wvariables de  superficie presenta las  siguientes

caracteristicas:

Las secuencias 3° UTR de las VSPs son extremadamente cortag variando entre 0 v
14 nueleotidos {Mowatt v col. 1991; Adam, 2000).

Mo poseen intrenes (Adam, 2000).

Las secuencias “promotoras” son considerablemente cortas y no poseen homologia
entre ellas (Adam, 2000)

Presentan un sitio de poliadenilacion 5-AGUAAA-3" en la region 3' no codificante
(Adam, 1991). Esta secuencia jugaria un papel imporiante en la estabilidad del
ARNm (Svard y col. 1998). Esta misma secuencia s¢ encuenira conservada en genes
de tnpanosomas prociclicos ¥ estd implicada en la estabilidad ¥ regulacion de la
proteina de superficic PARP (Pays y col. 1994),

Poseen en su extremo N-terminal una secuencia de nucledtidos que codifica para un
péptido sefial que facilita la translocacidn de estas proteinas a través del RE v su
posterior ransporte hacia la membrana plasmitica (Nash v col. 1992a).

Se encontrarian potencialmente modificadas a nivel post-traduccional.

La mayoria de las VSPs poscen un sitio consenso de N-Glicosilacion (Lujan v col.
1995; Hiltpold v col. 2000), sin embargo la presencia de esta modificacidn post-
iraduccional sigue siendo un tema en controversia (Papanastasiou ¥ col. 1997).
Aungue los estudios iniciales indicaban que no existian lipidos asociados a las VSPs
(Dras v col. 1994), la palmitoilacion de VSPs fue reportada recientemente (Touz v
col. 2005; Hiltpold v col. 2000; Papanastasiou y col. 1997). Se ha propuesto que la
unidn de palmitato se da en el extremo C-terminal de la proleina mediante un enlace
tinéster, sugiriendo de esta manera que csa posicion favorece el anclaje de la VSP a
la membrana plasmética.

Poseen un tetrapéptido GGCY altamente conservado. Habitualmente, esta secuencia
forma parte de un motivo mis extenso (GXCXXeGGOYX:PGX:C) que sc
localiza rio ammiba de la zona C-terminal conservada. aungue también se han
encontrado secuencias GGUY adicionales ubicadas en la poreidn N-terminal (Nash
vy col. 1995). La presencia de estos motivos conservados en diversas regiones de las

V&Ps refleja su imporiancia funcional o estructural aunque la misma no ha podido

il
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ser dilucidada hasta el momento.

Incluyen motivos de union a zinc ¥ otros metales. Las VSPs poseen motivos de
unién a metales, andlogos a los dominios LIM v RING hallados en eucariotas
superiores (Gill, 1995; Borden. 2000). Los dominios LIM se caracterizan por su
capacidad de unir metales pesados, pnncipalmente alomos de zinc. Ademas, estas
proteinas poseen a lo largo de su secuencia motivos adicionales (CXXUXnUXXC)
que, conjuntamente con los dominios “CXXC", intervienen en la umidn de dromos
de zinc (Nash ¥y Mowatt, 1993; Nash v col. 1995; Lujdn v col. 1995), En células
eucariotas superiores, estos motivos se encuentran formando parte de proteinas
intracelulares de union a ADN o que actuan en ¢l control de la transeripeion o en la
reparacion del ADN (Gill, 1995). Gioardia es el Onico organismo conocido gue
posee un motivo de unidn a zinc en proteinas de superficie (Mash v Mowatt, 1993),
Cuando los trofozoitos se encuentran adheridos a la pared intestinal del huésped, el
secuestro de dtomos de zinc por las VSPs podria avudar & la inhibicion de enzimas
dependientes de zinc como las carboxipeptidasas (Nash y Mowatt, 1993) o competir
con ¢l huésped por cste metal causando la deficiencia de zinc previamente
observada en pacientes con giardiasis (Udomkesmalee y col. 1992). Aungue la
union de dtomos de zinc ha sido demostrada in vifre (Nash v Mowatt, 1993; Lman v
cal. 1995} y reviste importancia a nivel biologico, la participacion de este motivo en
la union de zince debe ser demostrado in vive.

Contienen un nimero variable de dominios CXXC. La caracteristica distintiva de
las proteinas de esta familia es la presencia de dominios de tetrapéptidos “CXXC™
en su regiom MN-terminal. No se han observado residuos cisteinas que presenten un
menor espaciamiento (CXC o CC) entre los mismos. Estos dominios se encuentran
formando unidades repetitivas cuyo nimere de copias varia de una proteina a otra,
resultando en diferencias en su peso molecular v posiblemente también en la
antigenicidad entre los miembros de esta familia de proteinas (Mowatt v col. 1994).
Esta regidn extracelular de las VSPs constituye la interfaz entre el pardsito v su

ambiente extracelular.

A diferencia del transporte regulado de proteinas que ocurre durante el proceso de
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diferenciacion a quiste, las VSPs son transportadas a través del RE y secretadas
constitutivamente hacia la membrana plasmatica durante todo el ciclo de vida del parasio
(McCatTery v col. 1994).

5S¢ ha observado que estas proteinas son liberadas al medio de culuve por el
procesamiento proteolitico en un dominio conservado que se encuentra precediendo el
dominio transmembrana. Posiblemente, el segmento transmembrana remanenie seria
internalizado vy degradado mediante la maguinaria endocitica de la célula, Esto podria
constituir un requerimiento esencial para el reciclaje o el reemplazo de VSPs que se
produce ¢n el mecanismo de variacion antigénica (Papanastasiou v col. 1996). Durante ¢l
enguistamiento, estas proleinas de superficie se localizan en ¢l compartimiento lisosomal o
PVs (Svard y col. 1998) ya que la presencia de la pared de glicoproteina del quiste impide
su liberacion al medio extracclular (Svard v col. 1998), Sin embargo, durante el proceso de
desenquistamiento, el nivel de ARNm de la VSP expresada se ve disminuido v se observa
el aumento de transcriptos de una nueva VSP (Svard y col. 1998). Basados en estas
observaciones, se ha propuesto que el mecanismo de variacion antigénica daria a lugar a la
generacion de un repertorio de trofozoitos expresando diferentes VSPs v proporcionaria a
Crigradio la diversidad no s6lo para colonizar diversos microambientes v expandir ¢l rango
de huéspedes, sino lambién para producir infecciones cronicas v recurrentes en aquellos

humanos donde yva existe una respuesta inmunoldgica (Nash, 1987).

Respuesta inmunologica a giardiasis

La inmunidad innata es el primer mecanismo de defensa del organismo y csti
constitwido por una serie de sistemas fisicos, bioguimicos v celulares aptos para la
prevencion yio elimmacion de las invasiones de agentes palogenos.

El mucus intestinal, producide por las células caliciformes, no solo protege los
enterocitos de las acciones de enzimas digestivo, sino que también impide o limita el
acceso al epitelio por parte de los agentes patogenos tales como Giardia (Eckmann 2003;
Solaymani-Mohammadi 20140,

En las infecciones cronicas de (riardio los pacientes pierden una correcla

funcionalidad de la barrera intestinal debido a una reduccion de la secrecion de mucus,

)
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fendmeno que favorece la manifestacién clinica de la giardiasis (O'Hara 2008; Halliez
2013).

Las celulas del epitelio intestinal ¥ las del sistema inmunitaric pueden producir
mondxido de nitrogeno (NO), un gas que tene diferentes efectos fisiologicos sobre el
organismo, entre los cuales una funcion inmuno-modulatoria v una citotdxica. La enzima
encargada de la produceion del NO es llamada NO sintasa (NOS) v se encuentra en tres
distintas isoformas: la neuronal (nNOS); la inducible (iINOS) ¥ la epitclial {eNOS). La
principal isoforma que se encuentra activa en el epitelio intestinal es la INOS  (Miller
2005).

Ensavos conducidos in vitro han demostrado que ¢l NO puede interferir con ¢l ciclo
de vida de los parasitos inhibiendo el fendmeno del enquistamiento v disminuvendo la
proliferacidn celular (Eckmann 2(MH)). A su vez, estudios en ratones deficientes en la
1soforma INOS v estudios donde se han wilizados diferentes inhibidores de las NOS han
demostrado que la actividad de la nNOS es fundamental para erradicar la infeccion de
Giardia, suginendo gue el principal mecanismo de accion sea la modulacion de la
maotilidad intestinal mas que un efecto citotdxico directo sobre Glardia (Li 2006; Andersen
2006).

Unas de las células del sistema inmunitario innato gue parecen fener una accion
clave en el control de la giardiasis son los mastocitos. No solo jugarian un rol importante en
la penstalsmis, ademas de los efectos debidos al NO (Li 2007), sino que también son
fundamentales para la produccion de IgA especificas contra los pardsitos. contribuyvendo a
la activacion v diferenciacion de los linfocitos B (Li 2004; Merluzzi 20010).

Otras células que se han demostrado protagonistas en la eliminacion de Giardia son
la células dendriticas (DC). Por un lado los trofozoditos son débiles activadores de las DC,
imhibiendo su capacidad de producir citoquinas pro-inflamatonas (Kamda 2009; Obendor!
20013); por otro lade lisados celulares de Clardia pueden activar las DC causando la
liberacion de diferentes citoquinas como por ejemplo la interleuquina 6 (IL-6) v el TNF-u
iLee 2014), ambas fundamentales en el control de la infeccion (Kamda 2012: Jones 2005;
Zhou 2007},

Cuando los mecanismos de la inmunidad innata no logran eliminar a los parasitos,

v colonizando el intestino hasta que los antigenos que

-

éstos siguen reproduciéndose
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expresan activan las células de la inmunidad adaptativa.

Se ha propuesto que la presencia de anticuerpos monoclonales o suero de individuos
infectados con . famblia es capaz de aglutinar ¥ promover la muerte celular de este
parasito, Se ha postulado que este proceso se debe a que la interaccion de los anticuerpos
con la superficie del pardsito causaria un debilitamiento de la membrana plasmitica del
trofozoite (Hemphill v col. 1996).

El desarrollo de una respuesta inmune en organismos infectados con Giardia
permite la erradicacion de la infeccion, indicando la presencia de un efectivo mecanismo de
defensa en ¢l huésped (Nash v col. 1987). Se ha demostrado que el isotipe A de
inmunoglobulinas es requerido para la eliminacion efectiva del pardsito (Langford v col.
2002), lo cual es importante considerando gque la IgA es la mds abundante en las
secreciones de las mucosas intestinales, v se ve especialmente inducida en la infeccion por
Cilardia (Birkhead v col. 1989). Ademds, se mosird gue la IgA inhibe la motilidad v
adhesion de Giardia al imestino (Langford v col, 2002). Experimentos llevados a cabo en
ratones carentes del receptor polimérico de las Ig. v que por ende no pueden secretar las
IgA en el lumen intestinal, han demostrado que se producen infecciones crdnicas sélo
infectando con Grigraia muris v no con Giardia lambiia, sugeriendo que 7. famblia podria
ser mas susceptble a los mecamismos de defensa anticucrpos-independientes en
comparacion con (. muris (Davis 2006). Por ofra parte se ha observado que la secrecidn
del 1sotipo M de las inmunoglobulines no tiene ningin efecto en la eliminacion de la
giardiasis, a pesar que la misma también es secretada normalmente en el lumen intestinal
{Langford v col. 2002). Sin embargo. Singer v Nash (2000)) han demostrado que ratones
deficientes en células B son capaces de erradicar la enfermedad, lo cual demuestra que las
células T son suficientes para controlar la infeccion. Otros autores indican que ambos
componentes del sistema inmune juegan un papel importante en el control de la infeccion
(Faubert, 2000; Singer 2000} v que la importancia de las células T CD4" | en la eliminacion
de la infeccion en ratones, sea fundamental, sugeriendo que estas células podrian participar
a la activacion, maduracion y diferenciacion de las células B para poder producir lgA mas
especificas v eficientes (Singer 2000,

Estudios en animales indican que luego de 1-2 semanas de llevada a cabo la

infeccion con trofozoitos de la cepa GS-M/HT que expresan la VSP HY, solo se pueden

4



Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas UNC

+

aislar rofozoitos que no son reconocidos por el anticuerpo monoclonal especifico para esta
VSP. indicando la importancia de la generacién de anticuerpos en el control de la
enfermedad v la vanacion antigénica (Stager y Muller, 1997; Singer ¥ Nash, 2000},

El mecanismo de ARN de interferencia

Debido a la cantidad creciente de estudios llevados a cabo en los dltimos aftos, se
postula que virtualmente casi todos los animales, plantas v hongos utilizan pequefias
moléculas de ARN para regular meticulosamente la expresidn génica (Cerutti v Casas-
Mollano, 2040,

Expenmentos realizados en plantas indicaron que cuando s¢ introducen copias
adicionales de genes codilicantes para el color de la flor, las flores de generaciones
subsecuentes no presentan coloracion. fendmeno gue fue denominado “co-supresion™
(Napoli v col. 19940). Este fendmeno fue también observado en el hongo Newrospora crassa
v 8¢ lo denoming “quelling” (Coponi v cal. 1996). Mds tarde, en ensayos realizados
utilizado ¢l nematodo Caenorhabditis elepans ¢l mismo mecanismo fue observado, siendo
en este caso denominado ARN de interferencia ( ARNi) (Fire y col. 1998).

Con el paso de los aftos. un gran nimero de evidencia indica que las moléculas de
ARN de cadena doble (ARDdc) juegan un papel muy importante en el silenciamiento de 12
expresion geénica, interviniendo en la inhibicion de la raduccion de los ARN mensajeros,
en la destruccion de los mismos, como asi también en el remodelamiento de la cromatina v
l2 eliminacion de ADN (Hannon, 2002},

El ARNi es un mecanismo de regulacion de la expresion génica que involucra
pequefias moléculas de ARN. Estas son capaces de disparar el silenciamiento especifico de
genes basado en la homologia entre sus secuencias (Yang v Nowoiny, 2009),

Basicamente, moléculas de ARNdc son coradas en pequefios fragmentos de un
tamanio restringido, las cuales son capaces de reconocer moléculas de ARNm que presentan
homologia de secuencia, disparando la destruccidn de las mismas o la inhibicion de su
traduccion. Aungue ¢l propdsito final del mecanismo de ARNi es el de la inhibicion de |a
expresion génica especifica, los mecanismos por los cuales estos ARN pequefios se

originan presentan ciertas diferencias.
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Cuando se transcriben moleculas de ARN que presentan una esiructura secundaria
particular de tallo ¥ bucle, las mismas son reconocidas en el micleo por una enzima de la
familia de ARNasas Il denominada Drosha. Esta produce cortes en la molécula primaria
{denominada pri-microARN) v genera una segunda molécula de ARNdc de 70 nucledtidos
denominada pre-microARN. Esta molécula es luego transportada al citoplasma a través de
poros nucleares especificos que estan formados por una proteina denominada Exportina-5.
Ya en el citoplasma, los pre-microARNs son sustrato de la actividad de una sepunda
ARMNasa [II denominada Dicer, generando moléculas de micro ARN maduras (miRNAs,
21-26 nucleotidos de largo) gue serdn capaces de reconocer ARN mensajeros que
presenten homologia parcial con ellos e inhibir su traduccion (Filipowicz y col. 2003 Tang,
2003).

Un segundo grupo de ARN pequefios son denominados ARN pequefios interferentes
(siRNAs) v son generados mediante una via metabdlica diferente. En presencia de ARN
aberrantes o exogenos la enzima ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp) puede
sintetizar ARN doble hebra utilizando tales ARN sentidos como moldes (Cogoni y col.
1999; Fagard v col. 2000; Prucca v col. 2008). Una vez que se sintetizan ARNs de cadena
doble en el citoplasma. los mismos son reconocides por la ARNsa 111 Dicer y cortados en
pequefias moléculas de 21 a 16 nucledtidos denominados siRMAs. Estas moléculas son
capaces de inhibir la expresion especifica de genes va que desencadenan la destruccion de
ARNm que presentan homologia de secuencia total con ellos.

Los productos de degradacion son ARN pequefios de doble cadena que contienen un
grupo fosfato en sus extremos 5° y dos nucledtidos simple cadena en sus extremos 3" con
un grupo hidroxilo (MacRae y col. 2006). Estas caracteristicas estructurales son de crucial
imporiancia para la continuidad del proceso de silenciamientio va que ARN pequefios con
extremos romos o que carecen del grupo fostato en su extremo 57 no son capaces de
producir silenciamiento (Nowotny v Yang, 2009).

Luego de que se han generado los siRMNAs o miRNAs, estos son incorporados
dentro de un complejo multiproteico que contiene proteinas de la familia Argonauta (Ago)
denominados Complejos de Silenciamiento Inducidos por ARN (RISC). En estos
complejos, los ARN pequefios de doble cadena son separados ¥ solo una de las cadenas

{cadena guia) permanece en el complejo v servird como molde para el reconocimiento de
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secuencias homologas; la cadens remanente es destruida (cadena pasajera) (Tomarn y
Lamore, 2005).

La diferencia principal entre siRNAs v miRNAs radica en que estos dltimes no
presentan homologia total de secuencia con sus moléculas de ARNm blanco, pudiendo
inhibir su expresion mediante el blogqueo de su traduccion (Carthew vy Sontheimer, 2009),
De esta manera, los miRNAs son capaces de controlar genes que se encueniran
relacionados entre ellos ¥ presentan homologia parcial entre sus secuencias, pnncipalmente
en la region 3" no traducida. Se ha propuesto gue la enzima ARN polimerasa ARN-
dependiente jucga un papel esencial en la amplificacion de la sefial disparada por ARN de
cadena doble, permitiendo de esta manera que la sefial s¢ propague por el organismo. Esta
enzima también es encargada de mantener el silenciamiento aun en auwsencia de las
maoléculas de miARN que desencadenaron el silenciamiento { Agrawal v col, 2003),

Se ha observado en vanos organismos gue el mecanismo de ARN de interferencia,
ademds de estar involucrade en el silenciamento génico posi-trascripcional, estd
intimamente relacionado con las modificaciones post-traduccionales de las histonas, como
las metilaciones, regulando la estructura de la cromating y permitiendo que los complejos
primarios de transcripcion de genes puedan o no expresar la informacion (Matzke v
Birchler, 2005: Buhler v col. 2006; Volpe v col. 2002; Irvine v col. 2006; Woaolcock v col
2010; Halic y col. 2010; Marker v col. 2010; Foda 2015). Este mecanismo de ARN
interferencia no convencional s llamado Silenciamento Génico Transcniptional (TGS) v
opera mediante distinto mecanismo moleculares segin el organismo (Burger v Gullerova
2015). Por ejemplo se ha reportado que en Schizosaccharamyees pombe la ARN polimerasa
ARN dependiente (RpRd) sintetiza una doble hebra de ARN usando directamente como
molde ¢l ARN mensajers durante su transcripeidn, Como anteriormente explicado la doble
hebra viene degradada por Dicer en siARN, los cuales serdn luego incorporados en un
complejo multiproteico gue contiene la proteina Argonauta llamado RITS (Silenciamento
Transeripeional inducido por ARN) que reconocerd la secuencia de ARN homdloga en el
transcriplo naciente ¥ causara ¢l reclutamiento de enzimas encargadas de metilar la lisina 9
de la histona 3. causando silenciamento gémico de tipo epigenético {Buhler v col. 2006:
Volpe v col. 2002; Trvine ¥ col. 2006; Woolcock v col. 2010; Halie y col. 2010 ).
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ARN de Interferencia v Variacion Antigénica en G. lamblia

Como previamente dicho. la variacion antigénica es un sistema que permite
cstratégicamente la supervivencia de cicrtos agentes patogenos. como es el caso de
Plasmodium falciparum (agente causal de la Malaria), Trypanosoma brucei (agente causal
de la enfermedad del sueflo). entre otros; razdn por la cual la regulacion molecular del
mismo es objeto de estudio de muchos laboratorios (Deitsch v col, 2009; Prucca v Lujén,
2009),

Inicialmente se postulé que este mecanismo en (lardie era regulado a nivel
transcnipcional, basado en €]l heche de gque un trofozoito expresaba so0lo una V'SP en su
superficie, v que ademas estudios de Northern blof mostraban la expresion de sdlo un ARN
mensajero correspondiente a la VSP traducida (Adem v col. 1988; Mowatt v col, 1991)
Finalmente, en ¢l afio 2008 nuestro grupo de trabajo describid como (rigrdia regula este
proceso a nivel molecular (Prucea v col. 2008), poniendo en evidencia un mecanismo de
regulacion génica post-transcripcional, que utiliza clementos pertenecientes al sistema de
ARN de interferencia (ARNI) (Figura 5).

Mediante estudios de muclear run-on se pudo observar la expresion simultinea de
varias VSPs en clones que expresaban en su superficie una tnica VSP (Figura 5). Por otro
lado, mediante ensavos de Northern Blor se dentificaba un sélo ARN mensajero en el
citoplasma, comespondiente a la VSP wraducida v expresada en la superficie, acorde con lo
previamente reportado en la literatura, El hecho de que se transcriban tedos los mensajeros
de las VSPs y gue sdlo se encuentre uno en el citoplasma, sugirié que los demas debian ser
degradados por un mecanismo post-transcripcional. La presencia de maltiples copias de
transcriptos de VSPs en el citoplasma hace que la ARN-polimerasa ARN-dependiente
{RARp) tome a estas hebras simples como molde para generar una hebra complementaria a

|2 misma. produciendo asi moléculas de ARMN de doble cadena.
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Figurs & - Esquema general de 1a regulaciin del proceso de variacién antiginica por medio de un |
mecanismo de ARNI Etapa 1: En ambos adcleos de . Jamiblio 22 transeriben [s mayoria de los ARNm |
gue codifican parn las F5Ps. Etapa 2: los transcriptos, ahora en el citoplasma, son tomados por la ARMN |

| polimerasa dependiente de ARN (RdRF) como molde para generar una hebra antisentido complementarza
Eimpn 3: [as dobles hebras de ARN son cortadas por la enzima [Dicer en oliponscledtidos de |
aproximadaments 22-2% nuckedtidos. Etapa 4: |los oligonucledtidos son tomados por el compleio KI5 |

[ (epee inchuye a Argonoeie) que amplifican fn sefial de silenciamients o colaboran con Dicer para ln |
generaciin de hebras antisentido, |

Experimentos de RT-PCR demostraron la amplificacion de miltiples bandas
L] correspondientes a las VEPs transcriptas, como asi también hebras complementarias a éstas,
Las dobles hebras de ARN son reconocidas por la enzima citoplasmatica Dicer que
las degrada generando fragmentos cortos de ARN (aproximadamente de 21-25
nucledtidos). Estos fragmentos corlos son tomados por un complejo Hamado RISC (RNA-
Induced Silencing Complex). donde uno de los integrantes claves es la proteina Argonauta.
Cuando se disminuyvo en trofozoitos la expresion (knock-down) de dos componentes
(RARP v Dicer) del sistema de ARN de interferencia de Giardia, se observd la expresion de

mis de una VEPs eén la superficie de un mismo trofozoito, confirmando la importancia de
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este sistema en la regulacion de la expresion de las proteinas variables de superficie {Prucca
v col, 2008 ).

Este sistema de regulacion en Giardio estd involucrado sélo en el mecanismo de
variacidn antigénica ¥ no en otros, como el proceso de enquistamienta (Prucca y col. 2008).
Sin embargo algunas de las enzimas que pueden estar involucradas en el proceso de RNA
interferencia, como las RNA-helicasas, participan también en el proceso de enguistamiento
(Gargantini y col. 2012).

Estudios recientes llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado gue
ademis del mecanismo de ARN interferencia previamente explicado, existirian elementos
de regulacion epigenética. como acefilaciones y deacetilaciones de histonas, intervinientes
en los procesos de variacion antigénica v enguistamiento, que de manera sinérgica o
independiente colaborarian con el inicio de estos mecanismos (Carranza y col en
preparacion).

Las poblaciones de (igrdia con Dicer v RARP silenciadas fueron empleadas en un
principio para infectar jerbos libres de patdgenos especificos. La infeccion fue iniciada por
medio de inoculacién de trofozoilos por via orogdstrica, v la eliminacién de quistes, un
claro indicador de la infeccion animal, fue evaluada en muestras de heces por ensavos de
inmunofluorescencia empleando un mAb especifico para la proteina 2 de la pared guistica
de Gigrdia (CWP2). Por otro lado, se cuantificd el nimero de quistes por gramo de heces
para determinar la infectividad v la virulencia de cada poblacion de células transgémicas v
silvestres (Rivero y col. 2010).

Demostramos que todas las poblaciones fueron capaces de establecer infeccion en los
jerbos. Durante la segunda semana de infeccion, los animales infectados presentaron
episodios de diarrea v pérdida de peso (~5-6% comparado con animales no infectados).
Para determinar si la infeccién primaria con trofozoitos que expresan tanto una VSP
particular como todo ¢l repertorio de VSPs confiere proteccion contra infecciones
posteriores, los animales fueron infectados con poblaciones clonales de trofozoitos que
expresaban una VSP especifica 2 meses después de resuela la infeccién primaria. Los
resultados indicaron claramente que la mayoria de los animales infectados con trofozoitos
gue expresaban una sola VSP resultaron refractarios a una infeccion secundana con células

que expresaban la misma VSP, pero fueron ficilmente reinfectados con trofozoitos gue
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expresan una VSP diferente. Por otro lado, la mayoria de los animales que fueron
inicialmente  infectados con  trofozoilos transgénicos que expresan muchas V5P
simultineamente, se encontraron protegidos de una infeccion posterior con poblaciones
clonales. Los desafios fucron realizados a los 2, 4 v 12 meses de la infeccion original, v se
obtuvieren resultados similares. Ademads. los sintomas observados en la infeccion primana
desaparecieron durante los desafios. Considerados en conjunto, estos resultados constituyen
una sélida evidencia de la necesidad de una respuesta inmune contra todas las VSPs para
prevenir gque se produzean nuevas infecciones (Rivero y col. 2010),

Se ha postulado también que en la regulacion de la expresion de las VSPs pueda
participar también un mecanismo de represion traduccional mediante la utilizacion de
miARM (Saraiya 2008; Saraiva 2011: Li 2011). los cuales podrian silenciar la totalidad de
las VSP de Gigrdia por medio de una accién combinada entre varios miARN sobre los
sitios complementarios presentes en los transcriptos de varias VSPs (Saraiya 2014).

El mecanismo que regula el cambio de expresion de las proteinas variables de
superficie no ha sido aun dilucidado. Quizds una diferencia en la concentracion de los
transcriptos permita que s6lo uno de ellos (el que estd en mayor proporcion} escape al
silenciamiento, lo que podria deberse a algin mecanismo epigenético que favorezca la

mayor o mener expresion de los transcriptos de las distintas VSPs (Kulakova y col. 2006).
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El Objerive General de exte trabajo de tesiv ex el de comprender los mecanismos
murleculures involucrados en la regulacidn de la variacidn antigénica en Giardia lambli

Para esto, se han planteado una serie de objetivos especificos:

* Determinar si los anticuerpos monoclonales anti-proteinas  variables de

# superficie (anti-VSPs) de &. lamblia son citotdxicos para los trofozofios,

* Determinar si los anticuerpos monoclonales anti-VSPs de G. lamblia pueden
inducir el proceso de variacion antigénica en trofozoitos.

* [Determinar los mecanismos moeleculares mediantes los cuales los anticuerpos
monoclonales anti-VSPs pudieran inducir variacion antigénica en trofozoitos
de G. famblia.

L 2

*

¥
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Cultivo celular de Giardia famblia v enguistamicnto in vifro;

Los trofozoltos de (lardig lamblia utilizados en este trabajo pertenecen a la cepa
WHh, clones 9B10 (Camanza y col,, 2002), 1267 (Mash y col., 1995), C6 (Gillin ¥ col.,
1990} v A6 {Aggarwal v col., 1989) del grupo 1 de Glardia (Nash y col., 1985) v a la cepa
GS. clon H7 (Mowan v col, 1994) del grupo 3 de Giordio (Nash v col, 1985).
Periddicamente, se llevd a cabo el clonado de las poblaciones de trofozoitos por medio de
la técnica de dilucidn limite, seguido de emsayos de inmunofluorescencia utilizando
anticuerpos monoclonales para la venficacion de la expresion de las proteinas varables de
superficie (VAP

Los trofozoitos se cultivaron en medio TYI-33 (pH 6.8) suplementado con suero
adulto bovino 10% v bilis bovina 0,5 mg/ml {(medio completo) (Diamond v col.. 1978) a
17" C en anaerobiosis. Para inducir el enguistamiento, los trofozoitos se cultivaron hasta el
70-80% de confluencia, los parasitos adheridos a su pared fueron expuestos durante 24 h en
medio de pre-enquistamiento (medio completo de crecimiento sin bilis bovina), Luego de
las 24 horas el medio de pre-enguistamiento fue reemplazado por medio de enquistamiento,
similar al anterior pero conteniendo también bilis porcina 0,45%, acido lactico 0.01% y a
pH 7.8 por diferentes periodos (Boucher and Gillin, 19990). Los quistes en suspension
fueron recuperados por centrifugacion a 800 x g por 10 min (Centrifuga Eppendorfl 5415
). Por el contrario. los trofozoitos adheridos a la pared de los tubos fueron despegados en
medic muevo o PBS 1X pH 7.0 mediante enfriamiente a 0° C durante 30 min y luego

recuperados por centrifugacion a B0 x g por 10 min.

Amplificacion por PCR (Reaccién en Cadena de Ia Polimerasa)

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando ADN gendmico (ADNg) de
trofozoitos de (. famblia de la cepa WB9B10 v GSH7, aislados segin descripto en Mowatt
y col (1995); Lujin v col. (1995). Los oligonucledtidos utilizados como cebadores para
amplificar los genes de interés por PCR fueron disefiados a partir de los homdlogos
encontrados en el genoma de Giardia. Con C-Term se identifican los primers necesarios
para clonar la secuencia en €] vector pTub-HTHApac, mientras que con N-Term los primers
necesarios para clonar en el vector pTub-HApac; cuando no indicado corresponden al
plésmido pTub-HTHApac. En el caso de las mutantes del gen H7 el tag-HA fue removido
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del plasmido,

Primers RNA-polimerasa RN A-dependiente:

RARP_F (C-Term): catGGGCCCATGCCCTCTGCGTCOGAAC (Apal)
RARP R (C-Term): 1ecCOCGGGAGAGCGTACATTCACAAAAGGG (Smal)

RARP_F (N-Term): ocATCCATATGCCCTCTGCGTCCGAAC (Clal)
RARP_R (N-Term): geeaattcGCGGCCGUCTAAGAGCGTACATTCACAAAAGGG (Notl)

Primers H7 ¥ mutantes:

Forward: catgCCATGGTTCTATTAATTAATTGOCCTAATAGCAAGT (Nea [)
Reverses (Bam HIj:

ACRGEA: cHGGATCCCCTAGACGAACCACCAGCAGAGOAA

ORIGINAL: ceGGATCCCCTACGOCTTCCCGUGGCAGACGAA

KxA: egGGATCCCCTACGCCGUCCOGCGOCAGACGAA

RxA; CEGGATCCCCTACGCCTTCCCCGUGCAGACGAA

CxK: cgGGATCCCCTACGCCTTCCCGCGCTTGACGAA

CRGEAXKKKEK: cgGGATCCCCTACTTCTTCTTCTTCTTGACGAACCACCAGCAG
CROGKAXAAAALA: cgLGATCCCCTACGOCGUCGUCGOCGUGACGAACCACCAGCAG

En negrita se indica el sitio de restriccion. En color rojo se indican los codones cambiados,
Para las reacciones de amplificacién de las mutantes del gen H7 fue utilizada la énzima
AccuPrime Pfx (Invitrogen). mientras que para el gen de las RNA-polimerasa RNA-
dependiente se utilizd la enzima LA Tag (Takara).

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las muestras de ADN fueron analizadas en geles de agarosa 0.8-2%, en buffer TAE
1X conteniendo Bromure de Edito 0.5 pg/ml.  La corrida electroforética se realizo
aproximadamente a 2,5 voltios/cm v se visualizd mediante exposicion a luz UV (Sambrook
v col.. 1989) en un UV Transilluminator (UVP). Las fotos digitales fueron tomadas
utilizando el equipo Eagle Eve de Stratagene.

Los marcadores de peso molecular utilizados fueron 1 Kb DNA ladder y 100 bp
ladder (Invitrogen).

Construcciin de los vectores de expresion en Giardia lamblia

Para expresar las proteinas de interés en & lamblia, las secuencias que codifican
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para ¢l marco de lectura abierto de las mismas fueron clonadas en los plasmidos
pTubHTHApac v pTubHApac (Touz v col., 2003). Estos pldsmidos permiten la expresion
constitutiva v estable de genes en trofozoitos de . famblia gracias a la presencia del
promotor de wbuling v a la seleccion con el antibidtico puromicing, respectivamente | Tous
y col., 2003). Las proteinas se expresan fusionadas a 3 repeticiones en tandem del epitope
de la proteina hemaglutinina (HA) del subtipo H3 del virus influenza (YPYDVPDYA)
{Touz ¥ col., 2003). El plasmido pTubHTHApac posee el gen de la Proteina Vanable de
Superficie H7 de la cepa GS de & famblia que puede ser removido con las endonucleasas
Neol/Apal v EcoRV (Invitrogen)., posibilitando el clonado de otros genes en dicho vector,
Mientras que el plismido pTubHApac posee un sitio de clonado maltiple después de la

secuencia HA, permitiendo su insercion en posicion N-terminal de la proteina clonada.

Transfeccion de Glardia lamblia

Los trofozoitos fueron transfectados con los constructos por electroporacion de dos
distintas maneras: como se describio previamente (Yee y Nash, 1995; Singer v col., 1998)
sepin un nuevo protocolo desarmollado en nuestro laboratorio.

En el protocolo de electroporacion clasico, trofozoitos del clon WB/1267 obtenidos
de un tubo de 7 ml en monocapa (7 x 10" células aproximadamente) fueron resuspendidos
en 0.3 ml de medio completo en cubetas de 0.4 ¢m (Singer y col., 1998). Luego, se
adicionaron 10-15 pg de ADN plasmidico en un volumen final de 100 pl, v la mezcla fue
incubada 10 minutos en hielo. Las células fueron electroporadas bajo las siguientes
condiciones: 350mV, 1000 uF de capacitancia v 700 £ de resistencia. Luego de una nueva
incubacion en hielo por 10 minutos, los trofozoilos fueron transferidos a un tubo de 7 ml
con medio completo e incubados toda la noche a 37°C en anaerobiosis. Al dia siguiente ¢l
medio de cultivo se suplementd con puromicinag (Sigma Chemical Company) en una
concentracidn final de 100 pg/ml. Luego de la transfeccidn, los clones con bajo nivel de
expresion de las proteinas clonadas fueron seleccionados por microscopia  de
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo de ratdn anti-HA (Sigma-Aldrich)

En el nueve protocolo las células son previamenie lavadas con un butfer hipoténico
de electroporacion (Millipore), resuspendidas en 0. 3ml del mismo y electroporadas bajo las
siguientes condiciones: 500mV; 25 uF vy resistencia 0 Ohms.
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Microscopia de Inmunofluorescencia (con células fijadas o vivas)
Células fijadas

Los trofozoitos fueron sembrados en medio de cultive en portachjetos e incubados
a 37° C en camara himeda durante | h para permitir su adhesion al vidrie. Luego fueron
fijados ¥ permeabilizades con acetona/metancl (1:1) durante 30 min a -20°C; o fijados con
paraformaldehido 4% v permeabilizados durante 5 minotos a temperatura ambiente en
PBS/Triton X-100 (.5% vy bloqueados en PBS 12X/ Tween2( 0,05%/albamina 2,5% por 30
min {moditicado de Mowatt y col., 1994 Lujdn y col., 1993a). Luego fueron incubados con
anticuerpos primarios monoclonales de raton (Anti-9B10; anti-1267; anti-A6: anti-H7.
desarrollados en nuestro laboratorio, o anti-HA (Sigma-Aldrich), tedos en dilucién 1/1000)
en PBS 1 X/ Tween20 0,05%/albiimina 1% por 1 hora a temperatura ambiente y luego de ser
lavados (x3) con PBS 1X/Tween20 0,05% se¢ incubaron con el anticuerpo secundario
polivalente anti-lgs de raton Alexa 488 o Alexa 546 (1/500) por | hora en solucidn de
blogueo.

Para los ensayos de inmunofluorescencia sobre las modificaciones de las histonas se
utilizaron los siguientes anticuerpos primarios policlonales desarrollados en concjos: anti-
histona 3-lisina 4 trimetilacion (H3K4m3) (Abcam); anti-histona 4-lisina 5 acetilacion
{H4K 5ac), anti-histona 4-lisina 8 acetilacion (H4K Bac), anti-histona 4-lisina 12 acetilacion
{(H4K12ac) v anti-histona 4-lisina 16 acetilacidn (H4K16ac) (Upstate, Millipore), todos a
una dilucién de 1/200. Como anticuerpo secundano se utilizaron anti-Igs de congjo Alexa
488 o Alexa 546 (1/500).

Las inmunofluorescencias directas fueron llevadas a cabo utilizando el mismo
protocolo, con la diferencia de que se utilizaron directamente los anticuerpos primarios
marcados con isotiocianado de fluoresceina: anti-9B10-FITC y anti-H7-FITC {0 G10/4-
FITC) (1/500). Los nicleos se wisuahzaron con DAPI (Molecular Probes) a uma

concentracion de lug/ml.
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Célwlas vivay

Cultivos en monocapa de . famblia en tubos de 7 ml fueron lavados dos veces con
PBS a 37°C, luego los tubos fueron llenados con PBS frio y dejados en hielo por 15
minutos para permitir que los trofozoftos pierdan su adherencia. Los tubos fueron
centrifugados 5 minutos a 1000xg (4°C) v las células fueron resuspendidas en 1 ml de PBS.
Dichas células fueron en inmedistamente incubadas con 100pl de una solucidn de

> anticuerpo primarno (1/1000} (anti-9B10; anti-1267; anti-A6 v anti-H7) por una hora en

heladera. Al término de la incubscion fueron lavadas dos veces con PBS y se incubaron
nuevamente con una solucion del anticuerpe  secundario marcade con  moléculas
fluorescentes {1/1000) {Alexa 488 o Alexa 546).

Las inmunofluerescencias directas se realizaron incubando directamente las células
con log anticuerpos marcados con isotiocianado de fluoresceina anti-9B10-FITC v anti-
G10M4-FITC (H7-FITC) (1/500} durante una hora en heladera.

v Adguisicidn v procesamiento de imigenes
Las imagenes fueron adquiridas utilizando un microscopio de epifluorescencia Leica IRBE
con los objetivos 20X, 40X (aire) o0 HCX PLAPO 100x (inmersidén en aceite), v equipado
con una camara Hamamatsu ORCA CCD. Las imagenes confocales fucron adguindas en
un microscopio confocal Olympus FY 1NN con objetivo 100X Zeiss-Apochromat NA 1.4,
realizando rebanadas opticas de 0,5 um. Las imagenes fucron procesadas con el programa
Imagel (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

PCR cuantitativa en tiempo real (g-PCR) del mRNA de las Helicasas

- Para los ensayos de -PCR se utilizd el QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen)
segin las instrucciones del fabricante, S¢ wtihzo | pl de cDDMNA en un volumen final de 25
ul para cada reaccion, por triplicado. Los cebadores utilizados fueron disefiados utilizando
las secuencias de las helicasas putativas en el genoma de Gigrdie Los datos fueron
analizados usando el programa REST 2009 (Relative Expression Software Tool V2.0.13 -
Chuiagen). El RNA fue estandanzado cuantificando la gluotamato deshidogenasa (gdh) comao

gen de referencia.
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Ensavos de viabilidad
Para determinar el efecte citotdxico de los mAbs contra las VSPs en (¢ famblia se
utilizaron poblaciones de trofozoitos que expresaban solo una VSP en su superficie. Estas
fueron VSP-9B10 v VSP-1267 para la cepa WB, v VSP-H7 para la cepa GS. Los
trofozoitos fueron cultivados de forma axénica en medio TY1-5-33, suplementado con 10%
de suero adulto bovino v 0,5% de bilis bovina (Keister, 1983).
- Para el ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos, Se colocaron 50.000 trofozoitos por
pocillo en seis columnas diferentes en las cuales se afadieron: los mAbs solos: mAbs con
10% de suero de raton (5); mAbs con 10% de suero de raton mactivado (5 in.); sdlo células
{control); células con 10% de suero; v células con 10% de swero inactivado. Cada condicion
se realizé con dos clones independientes de una misma VSP. se realizaron Los mAbs
fueron: mAb 9B10 para clones VSP-9B10, mAb SC| para VSP-1267 v mAb G10/4 para
VSP-H7 en una dilucidén [1:600], La evaluacidon de células viables v mo viables se llevo a
cabo luego de 24 v 48 h de incubacion mediante la técnica de tincion con diacetato de
. fluoresceina (células vivas) ¢ ioduro de propidio (células muertas), tal como describieron
Jones and Senfi (1985). El recuento se realizd manualmente analizando las fotografias y

contando el nimere de eélulas por campo con aumento de 2005

Medicion de la actividad metabalica
Se utilizo €l kit Cell Titer 96 Agqueous (Promega), un sistema colorimétrico que
permite determinar la actividad metabdlica de células durante ensayos de citotoxicidad,
siguiendo las instrucciones del fabricante ¥ en condiciones de anaerobiosis. En este ensayo,
un derivado del cloruro de metrazolio, el MTS ([3-(4.5-dimethythiazol-2-y1}-5-(3-
- carboxymethoxyphenyvl)-2-(4-sulfophenyl}-2H-tetrazolium, inner salt: MTS{a}]), es
bioreducido en presencia del metosulfato de fenazina (PMS) a formazin. La cantidad de
formazdn producida (medida en base a la absobancia a 490 nm) es directamentc
proporcional al numero de células vivas presentes en cultivo.
Unas 100.000 células (por triplicado) fueron incubadas en mediec RPMI
suplementado con el 10% de suero bovino adulto durante 24 horas. A estas células se les
adiciond una dilucidn [1:50] de anticuerpo especifico anti-VSP o una dilucion [1:20]; como

coniroles se adicionaron una dilucion de anticuerpo contra proteinas del quiste {CWF).
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puromicing [ 100pg/ml] o sin anticuerpo,

Ensaves de proliferaciin

El ensayo de proliferacion se realizo como fue previamente descrito por Nash y
Aggarwal {1986), aungue con una modificacidén: no se eliminaron las células no adheridas
sino gque se utilizo el total de las células tanto las adheridas como las no adhendas. Se
incubaron los clones WB9B10, WBI1267 v GSHT con las condiciones anteriormente
detalladas. Cada condicion se realizé con dos clones independientes de una misma VSP
Luego de enfriar estos tubos para permitir que las células adheridas se despeguen, se
repicaron 100 pl de células en tubos de vidrio con 7 ml de medio completo vy se incubaron
durantc 48 v 72 h para permitir su recuperacion. A continuacion, se¢ contd el nimero total

de células presentes en los tubos en camara de Neubauer realizando diluciones seriadas,

Ensayos de variacion antigénica

Para estudiar el efecto de los anticuerpos sobre ¢l fendmeno de variacion antigénica
s¢ incubaron durante tres dias tubos con 10,004 células de poblaciones clonales de Giardia
(WRBIB10, WBI267 ¥ GSHYT) en medio completo. Se adicionaron diferentes
concentraciones de mAbs especificos (11400 para 9B10 v 5C1 v 1:4000 para G10/4) v
sin  mAbs como control npegative, cada uno por duplicado. Se realizaron
inmunofluorescencias para determinar ¢l porcentaje de células positivas respecto al contral
{cflulas no tratadas con mAb) para la VSP de interés luego del estimulo con un
determinado mAb.

Ensavo de internalizacion de la VSP-9B10

Una poblacion clonal de trotozoitos VSP-9B10 fue incubada con el mAb (YB10)
especifico por 30 minutos en hielo (blogueando de esa manera el transporte intracelular ¥
disminuvendo ¢l metabolismo celular). Posteriormente se lavo 3 veces con PBS frio v se
incubd a 37°C en medio completo por 30 minutos, 2, 6 ¥ 24 horas. Por cada tiempo se tomd
una alicuota de células del cultivo, se lavd con PBS frio v se fijo en un portaobjetos con
paratormaldehido al 4%. Al término del experimente todas las muestras de células fijadas

fueron permeabilizadas ¢ incubadas con un anticuerpo secundario pelivalente anti-lgs de
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-
raton marcado con moléculas fluorescentes y posteriormente evaluadas por microscopia
confocal,
Test estadisticos

La comparacién entre los promedios de diferentes muestras fue llevado a cabo
utilizando la prueba t de Student utilizando el programa estadistico Prism GraphPad.

L
Produccion de mAb marcados con isofiocianato de Nuoresceina (FITO)

Los anticuerpos ulilizados para la evaluacion de la vanaciom antigénica por
microscopia fueron los anticuerpos monoclonales YB10 y G10/4 marcados con FITC en
nuestro laboratorio. El protocolo de marcacion fue el siguiente:

. Se disolvid FITC en DMSO a una concentracion de 3 mg/ml.
’ Se determind la concentracion de proteinas de los fluidos asciticos con el kit
comercial BCA protein assay (Pierce).
. Se alcalinizd el pH de 1 ml de fluido ascitico hasta el valor de 9.5 utilizando una
i sojucion de Na2HPO4 0,05 M a pH 12,4
. Se adicionaron 2 pl de la solucion de FITC cada 100 pg de proteinas presentes en
los asciticos en pequefias alicuotas de 10 pl,
. Se dejo incubar la solucion | hora a temperatura ambiente,
. Se dializd 3 veces con PBS frio.
&
-
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1. Estudios de eitotoxicidad de anticuerpos monoclonales anti-proteinas variables de
superficie (VEPs)

1.1. Obtencion de poblaciones clonales de trofozoitos gque solo expresan una
proteina variable de superficie (VSFP)

Durante este trabajo de lesis se realizaron estudios utilizando poblaciones de
trofozoitos que solo expresan una profeina variable de superficie. A tal fin se llevaron a
cabo ensayos de clonacion mediante la técnica de dilucion limite v la siguiente validacion
de poblaciones celulares obtenidas mediante ensayos de inmunofluorescencia, utilizando
anticuerpos monoclonales gque reconocen diferentes proteinas variables de superficie
{(VSPs)

Se obtuvieron poblaciones clonales que presentaban reaccion positiva para los
anticuerpos monoclonales 9B10 (VSP-9B10 del aislamiento WB), 5C1 (VEP-1267 del
aislamiento WEB), 6ET (VEP-AS6 del aislamiento WB) v GIOVE (WVEP-HT del aislamiento
G3). Los clones fueron amplificados en medie de cultivo normal ¥ conservados a -80 °C
mitrogeno ligindo para su posterior uso en los experimentos que constituyven el presente

trabajo de tesis.

VSP 1267 VSP 8B10 VSP 8810

Fig.1 - Inmuonoflusrescencia de poblaciones clonales v no clonales de . fawhiia

Az Poblacitn clonal expresands VSP | 267 reconocidn por anticuerps monoclonal (mAby SC1 (rojon)
B: Poblacidn clonal expresando WP 9B 10 reconocida por el mAb anti=9B8 10 {verde)

C: Poblacion no clonal de 5. fembite marcada con el mekb anti-98 10 (verde)

L.os nuclens se marcaron con DAP)] (el Escala: 1um,
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En la Figura | podemos chservar poblaciones clonales de las VSPs 1267 (Fig. 1.A)
y 9B10 (Fig. 1.B), donde la totalidad de los trofozoitos expresan en su superficie la VSP
correspondiente. Por el contrano. en una poblacion no clonal de Giardia solo algunos
trofozoitos expresan la VEP 9B10 en un momento dado, indicando la heterogeneidad en la
expresion de VSPs (Fig. 1.0).

1.2. Viabilidad v proliferacién celular de poblaciones clonales de @. Jamblia
expuestas a mAh especificos

Basados en repories previos que describen una presunta citotoxicidad de los
anticuerpes monoclonales especificos anti VSPs (Hevworth, 1992; Nash y Aggarwal, 1986;
Touz v col 2005), v para poder determinar si dichos anticuerpos pueden ser capaces de
estimular una variacion antigénica o seleccionar una poblacion clonal de G lamblia, fueron
llevado a cabo diferentes experimentos con ¢l fin de encontrar una concentracion de los
mismos que no resultara letal para los trofozoitos,

Para optimizar las cantidades de anticuerpos monoclonales a wilizar, se decidid
llevar a cabo los experimentos utilizando placas de cultive de 96 pocillos (mdximo
volumen por pocillo: 200ul) bajo condiciones anaerobicas vy utilizando una dilucidn [1:600]
de cada anticuerpo monoclonal correspondiente.

De acuerdo al esquema de la Figura 2. alicuntas de trofozoitos (50.000 células por
pocillo) de poblaciones clonales de & famblic VSP-9B10 y VSP-1267 (cepa WR), v VSP-
H7 (cepa (5). fueron incubadas por 24 o 48 horas en anaerobiosis bajo seis diferentes
condiciones: (1) presencia de anticuerpo monoclonal cspecifico: anti-9B10 (mAb 9B10),
anti=-1267 (mAb 5C1) o anti-H7 (mAb G10/4); (2) presencia de anticuerpo monoclonal
especifico v suero de raton; (3) presencia de anticuerpo monoclonal especifico v suero de
ratén inactivado mediante temperatura; (4) ausencia de anticuerpo monoclonal especifico;
(5) ausencia de anticuerpo monoclonal especifico v presencia de suero de raton; (6)
ausencia de anticuerpo monoclonal especifico y presencia de suero de raton inactivado
mediante temperatura. En la Figura 2 se presenta el esquema del experimento realizado con
una poblacion clonal de G fambiia VEP-1267 v el mAc anti-1267 (mAb 5C1): un esquema

idéntico fue utilizado para las otras problaciones clonales ensayadas.
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| Viabilidad
{Tincién FDA y P1)

: . amplificacion 48h an
Preliferacidn wbos de 7ml y recuento
celular

g \iabilidad
. (Tincion FDAY L ——Vp 48 horas
Pl}
=+ Proliferacion

Fig. 2 - Esquenia de los experimentos de viabibidad v proliferacion celular atllizando el anlicuerpa |
anti ¥5P 1267 (mAb SC1).

Los trofozaitos fueron distribuidos en los pocillos de dos placas, una de la cuales fue incubada 24 horas ¥
la otra 48 horas a 37°C en anserobiosis. Cada pocille contenin 30,000 rofozeios en 200 gl de medio
completo, al cual s¢ le adickond: Rojo: mAb anti-YSP-1267 (mAb 5C1); Maranja. mAb anti-V5P-1267

[(mAb SC1) + svero de ratén; Amarillo; mAb anti-V3P-1267 {(mAb SC1¥+ suero de ratdn inactivado;
Azul: contral (sin mAb); Celeste: contral + suero de ratdn; Verde: control + suero de ratdn inactivado.
Luego del tiempo de incubacidn correspondiente, se realizd el ensayo de viahilidad {tincién con FDA ¥
Pl} o se transfirieron fos frofozeitos a tubos de 7 ml incubando 48h mis para determinar ka proliferacion
(recuento celolar) fremte a los diferentes estimulos. Los duplicados de cada condicion correponden o dos
clones independientes de una misma VSP,

Después de 24 o 48 horas de incubacion las placas fueron enfriadas para lograr que
las células pierdan su adherencia. Una parte de estos pardsitos fue inmediatamente
transferida a tubos “eppendorf™” para ser utilizados en los ensayos de viabilidad, v el resto
de las células se transfirieron a tubos de Tml con medio de cultive para ser utilizados 48

horas més tarde en ensayos de proliferacion, como se esquematiza en la Figura 2.

1.2.1. Viabilidad

Al término de la incubacidn con anticuerpos monoclonales o en condiciones control
los trofozoitos fueron tefiidos con diacetato de fluoresceina (FDA) ¢ 1oduro de propidio (P
como fue descripto en Marerfales v Métodos. El FDA posee la capacitad de ser absorbido v
retenido en el citosol de las células vivas, mientras que el Pl puede penetrar ¥y marcar los
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nucleos de las células muertas, tal como se muestra en la Figura 3 para caso de la VSP

GR1D incubada con el mAb ant-98 10,

Fig. 2 = Viahilidad celular de un clon de trofozoitos VSP-9R10 incubados con mAb 9R10

Luegn de 24 o 43 horas de incubacidn con mAb 9B 10, las célulns fueron fefiidas con Pl v FDA &
inmediatamente ¢ registraron las imdgenes de kas células no fijadas con un microscopio de
fuorescencin. A: Nicleos tefiides con Pl (rojo) indicando |a presencia de célulns muerias. B:
Citoso] de cflutas vivas tefiidos con FDA (verde), Ezcala: 50 um

Después de la incubacidn de los rofozoilos con estos colorantes, pudimos calcular
los porcentajes de células vivas vy muertas a partir de las imdgenes tomadas en cl
microscopio de fluorescencia. Los resultados cuantitativos de estos ensayos se muestran en
la Fig. 4

Podemos observar que los clones VSP-YBI10 (Fig.4A), VEP-1267 (Fig.4B) v VSP-
H7 (Fig.AC) no presentan diferencias significativas (p=0.05) en su viabilidad al ser tratados
con el mAb especifico, si se compara con los controles de células no tratadas con mAbs
{Fig. 4 A-B-C, barras blancas). Esto es cierto tanto a las 24 horas como a las 48 horas luego
de la estimulacion con los mAbs, indicando que a las concentraciones utilizadas los mAbs
no presentan ningin efecto citotoxico sobre los trofozoitos.

Por otro lado, al estimular los clones con los mAbs especilicos mas suero de raton
(Fig. 4 A-B-C. barras gnses)., observamos una diferencia significativa (p=<0.05) en la
viabilidad solamente de los clones VSP-OB10 48 horas luego del estimulo (Fig. 44, 48 h),
Cuando se realizd la incubacion de los clones con los mAbs mds suero de raton
previamente inactivado (Fig. 4 A-B-C. barras negras), no observamos ninguna diferencia en
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la viabilidad celular de los diferentes clones. El leve efecto citotoxico de los mAb 9810
sobre los clones VSP-9B10 en presencia de los factores del complemento (suero de ratdn
no inactivado) (Fig. 4A. barras gnses) luego de 48 horas de estimulo sugieren una
participacion del complemento en este efecto, no observindose sin embargo para los mAb
5C1 (Fig. 4B) o G10/4 (Fig. 4C). Este efecto de los mAb 9B10 se correlaciona con una
disminucion de la proliferacion celular en las mismas condiciones, como se discutird mas
adelante (Fig. 5A).

Viabilidad 48h

Cion MRt

LT ST

oo HY

" CRALERE B

a fg & A L
3] ._,p' - "

Fig. 4 = Yinbilidad de clones . famblin despuds de 24 v 48 horas de incubacidn con anficuerpos
mondg: lvnales especificos,

Clones de & famblie expresonds las VEPs 9B10 (A), 1267 (B} o HT {C) fueron incubados por 24 horas
{pangl wquierdal o 48 horas (panel derecha) en presencia de: mAb especificos (barmas blancask, mAb
especificos ¥ suero de ratdn (+5) (barras grises), o mAb especifico v suero de ratdn inoctivado (<5 In.)
{barras negras), Al final de I incubacidn se contabilizd ¢l porcentaje de células viables respecto al fotal,
Para cado condicidn se muestra ¢l control correpondiente sin mAb {ver esquema experimental Fig, 2)

Los valores de p se obtuvieron ulilieande el test 1 de Student comparando cada estimulo con mAb con su
condicitn control correspondiente. Barras: error estindar. ns, diferencia ne significativa (p=0,05).

* p=0,05 n=1,
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Los resuliados de este experimenic demuestran que no existe una citotoxicidad
complemento-independiente por parte de los anticuerpos monoclonales anti-VSPs,
sustentando ¢l disefio experimental del resto de los experimentos presentados en este
trabajo de tesis, los cuales se realizaron utilizando solamente los mAcs como estimulo de
los clones de VSPs de . lamblia.

1.2.2. Proliferacidn

Para determinar si los anticuerpos monoclonales podrian interferir con la replicacion
normal de las células de 7. lamblia, se llevaron a cabo experimentos de proliferacion seglin
el protocolo de Nash y col. (1986) con modificaciones, come se detalld en Maieriales y
Méiodos v se esquematizo en la Fig. 2. Los resultados se muestran graficamente en la
Figura 5.

Cuando los clones VSP-9B10 (Fig. 5A), V5P-1267 (Fig. 5B) o VSP-HT (Fig. 5C)
tueron estimulados con los mAb correspondientes en ausencia de suero (bamras blancas)
como en presencia de suero inactivado (barras negras). no se observaron diferencias
significativas respecto a los controles correspondientes (p=0.05). Resultados similares se
obtuvieron tanto para los cultivos estimulados por 24 horas como por 48 horas.

Por el contrario, al estimular los clones VSP-9B10 con los mAb en presencia de
suern no inactivado (Fig. 5A. barras grises) pudimos observar una disminucion significativa
de la proliferacion celular, tanio a las 24 horas (p=0,001) como a las 48 horas (p<0.05) de
estimulacion de los cultivos, que se correlacionan con la menor viabilidad celular
presentado previamente en la Fig. 4A. Un comportamiento similar se observd con los
clones VSP-H7 estimulados por 48 horas (p<D05) (Fig. 5C. barras grises).
Llamativamente, en los clones VSP-1267 tratados bajo las mismas condiciones no se
encontraron diferencias significativas en el crecimiento de los cultives estimulados tanto
por 24 horas como por 48 horas (Fig 53B. barras grises). No es claro si la interferencia en la
replicacion de los clones VSP-9B10 y VSP-HT en presencia de suero no inactivado se debe
a la presencia de las proteinas del complemento. o si se debe a razones metabélicas, aungque
parece ser independiente de un efecto citotéxico, al menos para el clon VSP-H7, 1al como

se mistro en la Fig. 4.
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Fig. 5 —Proliferacion de clones de & Lamblis loego de 24 o 45 horas de estimuolacidn con

anticige F i manaclonales ﬂ'PHirll:[IF

Clones de &, lomblie expresando [as VEPs 9810 (A), 1267 (B) o HT {C) fueren estimulados por 24
horas (panel izquierda) ¢ 48 horas (ponel derecha) en presencia de: mAb especificos {barras
blancask, mAb especificos v suero de ratdn (+5} (barras grises): o mAb especifico v suern de mtan
ingctivado (+5 In.) (harras negras), Al final de la estimulacién se amplificaron las células por 48
horas mas v se contabilizd el porcentaje e células viobles respecto al toal. Para cada condicitn e
meestra el contrel correpondiente sin mAb (ver esguema experimental Fig. 2},

Los valores de p se obtuvieron uilizando el best 1 de Swdent comparando cada estimulo con maAb
com sy condicion control correspondiente. Barras; error estandar, ns, diferencia no significativa

{p=0,05), * p=0,05, *** p=<0,001. n=2
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Con los resultados obtenidos mediante este ensaye pudimos concluir que, a las
concentraciones utilizadas, los anticuerpos monoclonales anti-V5Ps no interfieren per se

con la proliferacion de los trofozoitos de & famb(ia.

1.3, Actividad metabélica de clones de VSPs de G. lamblia expuestos a mAb
especificos
a Para confirmar los resultados anleriores gue muestran que los anticuerpos
monoclonales per s¢ no tienen un efecto citotdxico sobre los trofozoitos de (¢ Lambfia
(Figs. 4 ¥ 5, barras blancas). s¢ realizaron ensayos de actividad metabdlica de las células
pero a concentraciones de anticuerpos monoclonales mis elevadas (diluciones 1:20 v 1:50)
que ¢n los ensayos anteriores {dilucion 1/600).
El ensayo fue llevado a cabo usande el kit Cell Titer 96 Agueous (Promega ) tal
como s¢ describe en Materiales y Métodos, utilizando los clones VSP-9B10 v VSP-1267.
Este ensayo permiate medir [a apanicion de un producto de reduccion coloreado en el medio
e (formazan) al cual se le puede medir su absorbancia a 490 nm, ¥ que se correlaciona con la
actividad metabolica celular. Para ello, las células fueron incubadas en medio RPMI por 24
horas con los siguientes estimulos: (1) mAb especificos diluidos [1:50]; 9B10 para los
clones VSP-9B10, ¥ mAb 5C1 para los clones VSP-1267; (2) mAb especificos a una
dilucion [1:20]; (3) sin mAb; {4) con un mAb conira proteinas de la pared del quiste
(CWP), como control de anticuerpo no especifico con VSPs; v (5) con puromicina, que es
un antibidtico con comprobada actividad citotdxica sobre Giardia,
Los resultados se exponen en la Figura 6. indicandose la absorbancia del medio
celular como una medida de la actividad metabalica de las eélulas v por ende del nimero de
= células viables, En concordancia con los resultados presentados previamente, v contra lo
previamente publicado al respecto (Heyworth, 1992; Nash v Aggarwal, 1986; Touz v col
2005), no se pudo detectar actividad citotéxica debida a los mAb. Sorprendentemente. la
actividad metabélica de los clones, tanto VSP-9B10 (Fig. 6A) come VSP-1267 (Fig. 6B),
tratados con los mAbs especificos fueron significativamente mayores respecto lanto al
control sin presencia de mAbs como al control con mAbs no especificos anti-C'WP. Las
absorbancias de los controles no vanaron entre ellas, mientras que las absorbancias de los

clones tratados con puromicina fueron significativamente mis bajas que el resto de las
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condiciones, como era esperado debide a la citotoxicidad de la droga. A causa de la escasa
cantidad de mAb G10/4 anti-VSP-HT presente en el laborstorio ne se pudicron hacer los

mismos experimentos con la cepa de G lamblia GS.

Actividad metabélica 24h |Fig.6 - Actividad metabdlica de

! clones ile ¥5Ps de @ famblio luego
|de la  estimulaciin con  mAbs
| espeeilicos,
| Luego de 24 horas de estimulacion
con: mAbks especificos en dilwcidn
F:50; dilucn 1:20; en ausencia de
| mAbs; en presomcia  de  mAbs
| mespecificos contra ln pared  del
| guiste de Cigvdia (mAB-CWPL o en |
||‘!|ru-nru.':|u. del antibidtice puromicing
| (Pural, se determing la  actividad
| merabdlica  de  los trofozoilos
|wtilizande ¢l kit Cell Tier 96
| Aquecus. midiendo fa absorbancia en
| el medio del cultive del producto de
| reduccion formazin a 490mm.,
s L | Az Actividad metabdbics del clon
| VEPOBIOD expuesto a  diferentes
4 | eatbmulos. B2 Actividad melabdlica
a4 del clon VSP-1267 expuesto  a
fi diferentes estimulos,
" Barras; emor estdndar, Valores de p
determinades con el test @ de Studen
| e, m sepnificativo (pe=0,05)
HE T T . w .I'-'"-ﬂJ'-"-*-‘; [ L] .f-'"-'}1nn|1 mEww

h.@‘ {"'P ﬂ!ﬂ nlﬂ .ﬂf :J'.l-ll'l',ﬂﬂﬂl. n=3,

A Clon 3810

Bbsorbancia [UA)

|

Absorbancia (LA, )

Para determinar si el resultado obtenido era debido a un aumento de la actividad
reductora de los trofozoitos o a un aumento de la proliferacion celular, se midieron
nuevamente fa viabilidad v la proliferacion celular frente al estimulo de mAbs especificos o
en ausencia de mAbs (Fig. 7). Para ello, se incubaren clones VEP-9R10 (Fig. TA) o VSP-
1267 (Fig. 7B} con los mAbs especificos esta vez a una dilucion 1:20 v durante 48 horas,
luego de las cuales se midieron la proliferacion (nimero de células totales) y la viabilidad

celular (tincion con FDA v PI).
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Profiferacion y viabilidad 48h Fig. 7 - Proliferacion y viabilidad de clones
X de VSPs de . feseblia estimuolodos con
Chon 9810 | 1 r ;
A o ket mAbs  especificos em alta concentracidn
g M ne = (dilucidn 1/20),
o — = s
B e - E‘ P — Clones de VEP-ORI0 [A) v VEPI26T (B)
é lueran incubados por 48 horas én presencia de
B g mAbs  especifices  (dilecidn L2200 o en
B E B ausencis de los mismas [ Control), luego de |as
; cuales se comio el mimera de  células
i 5 recupersdas para determinar la proliferacion
F T f K. i uf celoler {paneles izquierda) o e marcaron los
;’P F'P irofozoites recuperados con FDA v Pl para
-5? x determinar Il vizbilidad celular (paneles
derechal, Mo se  observaron  diferencias
B Clon 12687 Clon 12687 significativas ni en la proliferacidn ni en la
. 3D "B viabilidad celubar entre las célulos estimuladas
4 ciofi bos mAbs especificos v las condicién
= it g . control. Barras, error estindar, Valores de p
s g ot determinados con el test © de Student. ns, no
:E L g significativo (p=0,05)k n = 1,
2 oo 5=
[+] 5 W
T ' 2 '
+ f P w@a
By g
A fﬁ ﬁvﬁ'
Como se puede observar, no hay diferencias significativas de proliferacidn o
viabilidad entre los clones incubados con alta concentracion de mAb especificos (dilucion
1/20) durante 48 horas v sus relativos controles.
Por lo tanto, concluimos que ¢l aumento de la actividad metabdlica observada en la
Fig. 6 al estimular clones de G. famblia con mAbs especificos no es debido a un aumento
de la proliferacién o de la viabilidad celular, 5 no a un auwmento de la actividad reductora de
los trofozoitos. Estos resultados sugieren que la inleraceion entre (7, lamblia y anticuerpos
- At ) ; i : ¢ ;
anti-V8Ps podria activar fendmenos metabdlicos en las células que no estin asociados a la
proliferacion celular.
&
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2. Variacién antigénica de clones de G, lamblia inducida por anticuerpos monoclonales

especificos

Una vez establecido que los mAbs especificos contra diferentes VSPs no poseen
efectos citotdxicos ¥y no alteran la proliferacion de los trofozoitos, nos planteamos la
postbilidad de que los mAbs quizis pudieran ser un estimulo para acelerar el fendmeno de

variacion antigénica in vitro de G. famblia.

2.1 Induccion de variacién antigénica por mAbs especificos

Con €l fin de comprobar esta hipotesis, se incubaron clones de Giardia VSP-9BI10,
VSP-126T7 y VSP-H7 por 3 dias en presencia de una pequefia concentracion (dilucidn
[1:14.000] para 9B10 v 5C1 y [1:4.000] para G 10/4) de mAb especificos. Luego de ese
tiempo. se recuperaron los trofozoitos ¥ se marcaron con un anticuerpo anti-VSP
correspondiente, para evidenciar cudntas células del elon de partida expresaban ain la VSP
correspondiente. En la Figura 8 se muestran las imdgenes representativas de un clon VSP-
H? no tratado (Fig. BA) v twratado (Fig. 8B) con ¢l mAb GI10/M4 (ami-HT)
Sorprendentemente, se observd que las células tratadas con los mAbs especificos dejan de

expresar la VEP-HY, mientras que la mayor parte de las células control ailin lo hacen.

Fig. 8 Ensayo e wvariaciin
antipénica de clones VEP-HT
eittmulados com &l mAb G104
{anti-YSP-HT)

Un clon de (riardia expresando fa
VEP-HT fue incubado por 1 dins
en ausencia (A} o presencia (B)
del mAl GI04 {anti-VSP-HT)
fehl:  1:4.000), Los trofoeoitos
recuperados luego del estimulo
fueron marcados con ofrg mAb
1o fluorescenis e
immediataments ¢ registraron las
HNAgEnEs por  mEroscopim e
contraste  de  fase  (panches
quierday v de fluorescencia
(paneles derecha). Magnificacion
20
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El mismo experimento se realizo luego con los clones VSP-9B10 v VEP-1267.

cuantificando el porcentaje de células respecto al total que seguian expresando la VSP de

partida luego de los 3 dias de estimulo, o vanacion antigénica. En paralelo se cuantificd la

proliferacion celular en esas condiciones experimentales. Como se puede notar en la Figura

9, los 3 clones: VSP-9B10 (Fig. 9A); VSP-1267 (Fig. 9B); v VSP-H7 (Fig. 9C) crecidos en

presencia de mAb especifico mostraron un aumento significativo (p<0.001) de la variacion

antigénica en comparacion con sus controles. Paralelamente se realizé un ensayo de

proliferacion con el fin de monitorear el nimero total de células tanto en los controles como

en las células incubadas con mAbs., Como se observa en ¢l panel de la izquierda de la

Figura 9, no hay diferencias significativas entre los clones estimulados con los mAbs v los

controles. excluvendo eventuales diferencias en la proliferacion en ambas condiciones.
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Fig. % - Enmsavos de proliferacién v |

varinciin antigénics

Los clones de & foewbdia VEP-GR1D, VEP-
F267 v VWSP-HT fuéron crecidos en presencia
¥ mogencia  de  los omAb  especificos
(respectivamente: 9B 140; SCI1 v G10#&) por 3
dias o }7 °C para determinar la proliferascidn
celular v la wariacksn antigénica, Come e
puede observar, mieniras que se mantuvo ung
proliferacidn comparable entre lns distinias
condiciongs, las células crecidas en presencin
de mAb mostraron un marcade ¥ significative |
aumento de la varmcidn antigénica. Barras:
error estindas, ns. no significative (pe-005)
e ol .= 3
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En base a los resultados obtenidos en el presente ensayo, ¥ en los precedentes,
concluimos que los mAbs no sole no tienen ningun efecto citotéxico sobre las células sino

que ademds son un estimulo suficiente para disparar la variacion antigénica de G. fambiia

in vitro,

2.1. Recambio de VSPs debida a la variacion antigénica

Ya demostrado que los mAbs inducen un cambio en la expresion de las proteinas
variables de superficie, nos propusimos elucidar i este cambio resulta totalmente aleatono
o s regulado hacia la expresion de una determinada VSP.

Para ello, una poblacidn clonal de trofozoitos expresando la VEP-9B10 fue crecida
en presencia del mAb especifico por 3 dias. induciendo la varacion antigénica como fue
demostrado en la seccion anterior. Posteriormente se evalud hacia cudl o cudles nuevas
V5Ps cambiaba la VSP-9B10 de partida mediante inmunofluorescencia usando como
anticuerpos primarios paneles de anticuerpos constituidos por diferentes fluidos asciticos o
sobrenadantes de hibridomas capaces de reconocer diferentes VSPs. Los paneles se detallan
en la Tabla 1.

A B C 1] i F
GR10 sC1 | 2BI0 1w " 3me | w2 |
6E7 2G10 10 4A2 THS
1 205 A9 D4 SES 20310
| 204 . b v 204 ;

Tabla |- Paneles de mAbs contra diferentes V5Ps
| En la Tabla s¢ detalla la composicion de cada panel de mAbs utilizados para identificar la's nuevas
VEPs que comienzan a expresarse lwego del recambio induckde por In variacion antigénica. Esta Fue
disparads sobre un clon de VEP-SRID incubado por 3 dias con mAbs 9BI0, El panel A sdlo estd

compuesio per el mAb 9B 10 {contral). Los restantes 3 paneles (B, C. I, E v F) se componen de mezclas
de asciticos y sobrenadantes de hibridomas anti-YSks,

El recambio de la VSP-9B10 por nuevas VSPs luego del estimulo de 3 dias con el
mAb 9B10 fue cuantificado por microscopia de fluorescencia determinando el porcentaje
respecto al otal de células expresando la's VEP/s de cada panel (Figura 10).
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A ClonSBIG estmulads con mAb 9510 Fig. 10 — Recambio de VSPs debido s |
1015 by variaciin antigénica
¢ 654 Un clon de VEP-9R10 fue estinulado |
. an- con mAb 9B 10 (A) o no fue estimulado |
E 85 (B, contral) por 3 dias, Los trofozoitos |
S apd recuperados  lwego de  este  tiempo |
§ 16 fueron  incubados con  les  distinios
ﬁ 10+ = puneles de mAbs detallados en la Tabla
L [—]| [, realizando luegey una
# 5 - inmuncfluorescencia parn contabilizar
0= e e - ¢l porcentape de células positivas para
L - S S+ S < cada uno de los panches ensayados,
Grupos de anficuarpos
B Clon 9B10 sin estimulo de mAb
%
=9
L
i
' 3
&
¥ b ) ] ] 4
Grupos de anticuerpos
Como se puede ver en los resultados expuestos en la Figura 10A, luego del estimulo
de variacion antigénica el recambio de la VSP-9B10 de superficie es totalmente aleatorio,
sin manifestarse la expresion de ninguna VSP especifica presente en los paneles descriptos
en la Tabla 1. En efecto. cada panel de anticuerpos reconocio entre un 10-15 % de las
’ eélulas luego de los 3 dias de estimulo con mAb 9B10 (a excepeidn del grupo F que marco
sélo un 3% de células), indicando no sélo que hubo variacidn antigénica si no gue el
recambio de VSP-9B10 fue aleatorio hacia diferentes nuevas VSPs.
Al analizar las células control sin ningun estimulo de mAb (Fig. 10B). se pueden
armbar a conclusiones similares. Luego de 3 dias de variacién antigénica espontinea, el
9% de las células ain expresaban la VSP-9BI0 en su superficie. El 10% restante de las
c¢lulas comenzaban a expresar diferentes nuevas VSPs v no una en particular.
-
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1.3, Internalizacidn de mAbs 9810 por células de un clon de trofozoitos VSP-
9BI10

Con el fin de estudiar el mecanismo de recambio de las VSPs, se realizd un ensayo
para evaluar si los mAbs especificos hacia una VSP son intermalizados por los trofozoitos.
Para ello se incubaron células de un clon VSP-9B10 con el mAb 9B10 en frio, permitiendo
asi la adherencia del mAb a la superficie celular pero blogueando los mecanismos de
transporte intracelular v disminuyendo ¢l metabolismo celular. Después se incubaron las
células a 37°C por distintos tiempos para inducir sincronizadamente el transporte
ntracelular, luego de los cuales las células se fijaron, se marcaron con un anticuerpo

secundario fluorescente ¥ se observaran én un microscopio confocal (Figura 11).

30 min

Fig. 11 « Internalizacitn de mAb YBI0 por células de an clon VEP-2R10

Células de un clon YSP-9R 10 fueron incubsdas por distintos tiempos (30minutos, 2, 6 o 24 hofasa)
con mAb QRI10, heego de los cuales (weron fijadas v marcadas con un onlicueerpe secundano
thsrescente. Las imiagenes fueron lomadas con microscapic confocal equipade con un objetive
1K, realizando secciomes dplicas de 05 um. Se muestra |z intemalizacidn de las proteimas
varahles de superficie a distintos tempos &n el pline XY v én las secciones ortogonoles Y& v X7
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Los mAbs adheridos en frio a las VEPs de la superficie de los trofozoitos siguicron
el destino de estas proteinas cuando las células fueron reincubadas en condiciones normales
de crecimiento. Como se puede observar en la Figura 11, el mAb 9B10 empieza a ser
internalizado a los 30 minutos de incubacidn con los trofozoitos, hasta ser degradados casi
completamente en 24 horas, posiblemente en las vesiculas periféricas de los parasitos. De
esta manera, la internalizacion de los mAbs indica indirectamente la internalizacién de la
V5P a la que reconocen en la superficie

Nuestros resultados sugieren que el recambio de VSPs se lleva a cabo mediante
internalizacion de las proteinas ¥ no por medio de un cone proteclitico de la porcidn
extracelular y posterior secrecion, como previamente fue publicado (Papanastasiou y col.
1 996).

3. Mecanismos moleculares de induccidn de variacion antigénica por mAbs especificos
anti-VSPs

3.1, Modulacidn de la maguinaria de RNA de interferencia (RNAi) durante Ia
variacion antigénica inducida por mAb contra VSPs especificas
Parie de los resultadas presentados en exzta seccion se realizaron en colaboracion con el Dr. Pablo

Crarganting ¥ fieron publicados en el afta 2012 (Gargantini vy col 2012,

Siendo el proceso de wvaracion antigénica de €, famblia dependiente de una
regulacién génica post transeripcional mediada por las enzimas que forman parte del
mecanismo de RMNAIL, nos propusimos estudiar cémo es modulada la magquinaria de RNAG
al inducir la variacién antigénica con mAbs anti-VSPs tal como se establecié en las
secciones anteriores.

Las enzimas seleccionadas fueron Dicer, Argonauta v fodas las RNA helicasas
putativas ¢on dominio DexDVH-box presentes en el genoma de (Giardia (Tabla 2). La
inclusion de estas helicasas, que fueron descriplas por primera vez por nuestro grupo
(Gargantini v col. 2012). se debe a la ausencia en la enzima Dicer de Giardie de un
dominio helicasa caracteristico que esta presenie en eucariolas supeniores, conservando sin
embargoe esta actividad (Gargantini v col 2012).
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| Tabla 2 —~ ORFs de helicasas putativas con dominio DexDVH-box presentes en el genoma de G. famblia i
wislado WH
En ln tabln s¢ presenta la lista de las 3 familias de belicasas putativas de G, fombdio: DEAD, DEAH y 5ki2
con sus correspondientes nimeres de gen en ba base de dotos Giardia DB, Los supercontigs indican la
localizacidn de las helicasas putativas en el genoma de G, Jamblio WH. En la columna de la derecha se
indican los tamahios de los genes en pares de bases (bp) v 1os tamafios de las proteinas putativas (kDa)
GlardiaD B
3 Familia nidmers de gen Supercontig [Locallzacidn] T":;:;":
[z LE0803) by
20r0g CH?9 1763 [Ba4345 - BGSG3T (+1] 1293484
f2 83 CHI9 768 [1 188803 = 1190233 (+}] [EENERER:
LR CH991 768 [203089 - 20444 (+)] 1353/49.2
10255 CH ) 762 [138060 - 139235 (+}] | 176432
13156 CH3H 76T [109383 - | 16 (-] [ 2874709
13220 CHO B4 [366102 - 368372 (+)] 22T1/R4 A
13791 CHSP1 779 [1197337 = 1199214 (-] I8TE/T0.8
140 CHSM 767 [121466%9 - 1216984 ()] 2116/86.1
| 4451 CHS®1 762 [365 588 - 36T252 (+)] 66562,
| 5048 CH%] To8 [1297275 - 1299245 (-)] IRT1/73.3
DEAD | 5555 CH® | ToT [1097TTRS - 10090 TH ()] 2193/82.6
* 16042 CH®M 76T 664969 - 666367 (-)] | Bt T
16374 CH® 776 [20394 - 21944 (+)] 1551/56.9
| B CHSRITTE [ 1405408 - 1407234 (+3) 1827/%7.2
| GEET CHY 763 [90954% - 911 192 (+}] I 50,6
| 1239 CHS®1 782 (136732 - 138450 (<)) 1719634
| 74497 CH®W 814 42869 - 430940 (-] 2TIE2A
FdhE4 CHSR1 776 [21991 - 23954 (4] 2004/74.4
A CHOO L T68 1257745 - L260447 ()] 27T03/100.2
T5898 CHS91771 [72852 - 74534 (=}] 1683626
MSIT CH® 76T [ 1627234 - 16Z9084 {+1] 1851/68.9
113655 CHE91 782 [323813 - 325408 {+)] I686/620
G 16 CHE 7T [STT536 - $T79914 (+)] 2379/87.8
13200 CHY91 767 [234403 - 237803 (-] 1900/70.5
H [ 5430 CHOO1 763 [922033 - 924174 {+]] 2142/79.3
" e I T387 CHS 1 Ti3 [TO02 16 - TO4652 (-] 4437/ 166.2
[ 7539 CHS9 1 To8 [180270 - 191339 {+]] 2061/T6.6
91739 CHY91 768 [BRETST - 692306 {+]] ITEW 1407
352 CHE91TAT [STT143 - 320929 (-)] 4T88/177.3
Ski2 [ 1384 CHYRIT6S (155212 - 157901 {-}] 270098 4
I TH4G CHORETTS 91546 - 95631 ()] A0R6 1519
§T0x2 CHSS9 779 [F%6103 - 1003368 (-1] T206/273.6
&

59



Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas UNC

b

Para determinar si la induccion de la variacion antigénica por mAbs modula la
maguinaria de RNAI, se incubaron clones de VSP-1267 de . famblia con los mAbs
especificos (mAb 5C1) durante dos rangos de tiempo: 30 minutos = | hora {temprano) o 3 -
4 horas (tardio), luego de los cuales se midio la expresion relativa de los RNA mensajeros

de las enzimas previamente mencionadas por Real time PCR (Fig. 12).

Dicer - Argonauta
E
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: Fig. 12 = Expresidn relativa de diferentes enzimas invelucradas en el mecanizmo de RNAL despudés
| del estimulo de variackin aniigénica
|La expresidn relativa fue calculada después de inducir ln variacidn anligénica de un clon VEP-1267T con
[ el mAb 1267 (3C1) por 30 min — | hora (barras vacias) o por 3-4 horas {barras llenas), A-ID: Expresion
relativa de diferentes helicasas (indicadas por sus ndmeros de gengs en el genoma de & famblic WB),
gue se agruparon en sobre-reguladas (A ¥ C) v sub-reguladas (B y D), Las harras verdes representan una
| sobre-regnilacion significativa, los barmas rojos una sub-regulacidn significativa, las barras grises indican
que no s encontraren modificaciones de la expresion pelativa. A: Helicasas sobre-reguladas luego de 10
| min — 1 hora de estimulo, B: Helicasas sobre-reguladas después o 34 horas de estimulo, €: Helicasas
sub-reguladas luego de 30 min — | hora de estimulo. D: Helicasas sub-reguladas luegoe de 3-4 horas de
| estimulo, E: expresién relativa temprana y tardia de bos mensajeros de Dicer y Argonauta,



Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas UNC

1.

Como se observa en la Figura 12, la expresion relativa de 8 helicasas putativas es
sobre-regulada frente al estimulo de variacion antigénica (Fig. 12A v 12C), mientras que 8
helicasas putativas fueron sub-reguladas (Fig. 12B v 12D). Esto ocurrié a tiempos
tempranos v tardios luego de la estimulacion con mAbs, Por otro lade, Dicer tue sobre-
regulada a iempo temprano v tardio luego del estimulo de variacion antigénica, micniras
que Argonauta fue también sobre-regulada pero solamente a tiempos tardios (Fig. 12E),

Con estos resultados concluimos que el estimule de variacion antigénica s¢ trasmite
desde las VSPs en la superficie celular hacia el interior de las células, a través de un
mecanisme todavia no dilucidado, v que afecta la expresion de enzimas involucradas con el
mecanismo de BNAi de & lamblia, como Dicer, Argonauta v al menos 16 helicasas
putativas.

3.2, Muodificaciones de histonas y variacion antigénica

FParte de las resultadoy presentados en esta seccidn se realizaron en confunte con o Drs, Pedro

Carranza y Pablo Gargantini (Carranza v col, en preparacion).

HRecientemnente en nuestro laboratorio se descubrid que diferentes enzimas que
participan en el proceso de modificacion post transduccional de las histonas pueden estar
invalucradas en los mecanismes de regulacion de la expresion de genes relacionados con la
varacion antigénica v el enquistamiento (Carranza y col. en preparacion).

Para estudiar si la induccién de la variacion antigénica por maAbs dispara
mecanismos de regulacion epigenéticos, se analizaron diferentes modificaciones post
traduccionales de histonas luege de estimular clones de VSPs de Giiardia con mAbs
especificos. En estos ensavos se utilizaron anticuerpos contra diferentes modificaciones
post traduccionales de histonas humanas (ver Maferiales v Méetodos), los cuales presentan
reactividad cruzada con las mismas modificaciones en . lamblia (Carranza v col. en
preparacion). Luego del estimule con los mAbs anti-VSPs, se realizaron cnsavos de
inmuncfluorescencia con los anticuerpos anti-modificaciones de histonas para determinar la
localizacion especifica de estas modificaciones en los nicleos de Giardia, Los resultados

de este experimento se muestran en la Figura 13,
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Fig. 13 - Localizacidn de modificaciones post traduccionales de histonas luego de In induccidn de
la variackin antigénics por mAbs antl-YV5Ps

Uns TH:-I‘.-'JI.‘IHH clanal de troforaitos uxpnuunnn:l-::- la WSPOR10 fie menhads con &l mAb 9010 por 24 v
72 horas para inducie la variscidn antigénica, luego de lag cuales se marcaron |as células con distinios
anticuerpas anlk=modilicacinnes pnl-:l-l:':n:lm:l,'||,1n:|||:r. de histonns (verde), con el mAb YB 10 (Tuorescente
{rojo) v con DMAP] {azul) para evidenciar los nGclecs. Las distintas modificaciones estudiadas estin
detal ladas sobre cada punel Se muesiran las ||1irmgr.qﬁ:_|.-= de laz mismias s estimulo de vanacion
anfigénica (Indwccion 0 by o inducidas por 24 horas o 72 horas con los maAbs 9B10. En la
rn:lgmﬁ:;u.'i-:'ln del panel |:'-I'|I'I'|:'\1|'II'|I'|I!|¢'!I'I|I: i la modificacion HA4E Eac luego de 72 horas de estimulo se
observan dos nicleos de una célula que tuve variacion antigénica (no expresando mds la VEP SB10),
evidenciandose una localizacidn perinuckear de la modificscidn, o diferencia del resty de las
mirdificaciones |as cuales o combian de localizacion. Escala: 10 um

Como se puede notar, la mavoria de las modificaciones de histonas no cambian
durante el proceso de vanacion antigénica. a excepcion de la acetilacion de la lisina Een la
histona 4 (panel H4KRac), que cambia su localizacidn difundida en el nicleo a una
localizacion peninuclear (magnificacion a las 72 horas de estumulacion). BEste resultado
sugiere gue el estimulo de variacion antigénica producido por los mAb anti-V8Ps puede ser
traducido en el interior de las células como un cambio en la conformacion de la cromatina,

modificando asi la expresion de ciertos genes.



Biblioteca Facultad de Ciencias Quimicas UNC

3.3, Localizacién de la enzima RNA polimerasa RNA-dependiente (RpRd)
luego de la induccidn de la variacion antigénica

La RpRd es una enzima involucrada en la produccion de RNA doble hebra durante
¢l mecanismo de RNAI v es un elemente clave para el comecto funcionamiento del
mecanismo de variacion anligénica de & lamblia. La misma se encuentra normalmente
localizada en el citosol y en posicidn perinuclear de los trofozoitos (Prucea y col. 2008).

Debido a su rol clave en ¢l mecamsmo de silenciamiento génico post-transcnpeional
en Ciiardia, asi como en las modificaciones de la cromatina en Schizosaccharomyces
pombe (Buhler y col. 2006; Volpe v col. 2002; Irvine vy col. 2006; Woolcock v col. 2010;
Halic y col. 2010}, nos propusimos averiguar s1 durante el estimulo de variacion antigénica
inducido por mAbs anti-VSPs se producia una translocacion de esta enzima a los nicleos
de los trofozoitos,

Como ne disponfamos de anticuerpos contra la RpRd para estudiar la proteina
enddgena, se clond en un plasmido de expresion la RpRd de Giardia fusionada al epitope
HA v luego se transfectaron trofozoitos con este constructo. Una vez seleccionados los
trofozoitos que expresaban la fusion RpRd-HA por inmunofluorescencia con anticucrpos
anti-HA, se obtuvieron poblaciones clonales por dilucidn limite para la VSP 9R10. Estos
clones de V5P 9B10 que a su vezr expresaban RpRd-HA fueron estimulados con mAbs
9B 10 para inducir la variacion antigénica.

Como s¢ puede observar en la Figura 14 y contranamente a lo que se esperaba, la
estimulacion con ¢l mAb anti-VSP especifico de una poblacion clonal de trofozoitos
produce una deslocalizacion de la ensima RpRd-HA desde la region perinuclear al citosol
en las primeras fases de la estimulacion (50 minutos), para volver a su localizacién

mavormente perinuclear 80 minutos después del primer estimulo.



HpHd REpRd + DAPI

B0 min

Fig. 14 - Localizacidn de ln WpRd-HA mediante inmanofluorescencia antes del estimulo
[ctatrol) con miAb 9EID ¥ loepo de 50 v B minutos post estimiulo.

lzq.: trofozoitos marcados con anticuerpo de ratdn anti-HA ¥ anti ratdn-FITC (gris)

Dier.: combinacion de imdgenes de BpRd-HA (rojs) v nicless marcodos con DAPI {azul)

Escala: 20 um

34, Variacion antigénica de trofozoitos que co-expresan dos VSPs
F4. 1. Mutagdnesis del tallo citoplismico de la VSP H7

El genoma de &G lamblia posee alrededor de 200 genes codificantes para proteinas
variables de superficie putativas. A pesar de la alta homologia presente entre algunas de
ellas (sobre todo en la regién transmembrana), la dnica secuencia invariable entre las
distintas VSPs es la representada por el tallo proteico citoplasmatice C-terminal constituido
por 5 aminodcidos: CRGKA. Hasta la fecha sigue siendo poco clara la funcionalidad de
esta secuencia,

Para estudiar ¢l rol de la misma v determinar si puede estar involucrada en la

frd
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transmision de la sefial de variacion antigénica inducida por los mAb, realizamos
mutagénesis sitio dirigida del 1allo citoplasmico de la VSP H7. la cual tomamos como
modelo, Desarrollamos 6 mutantes de la proteina H7: una mutante delecionada de tu tallo
citoplasmico ¥ 5 mutantes puntuales en la secuencia del mismo: KxA. siendo la lisina un
blanco de varias modificaciones post-traduccionales (Zhang v col, 2011); RxA, siendo la
argimina un hipotético blanco de la arginina deiminasa (Touz y eol. 2008); CxK, siendo la

- cisteina un hipotético sitio de palmitoilacion (Papanastasiou v col. 1997, Touz y col. 2005);
CROKAXKKEKEK, para modificar radicalmente la carga del tallo citosélico v
CROKAxAAAAA, para obtener un tallo citosélico apolar.

Tales mutantes mas la secuencia del gen salvaje (WT), pertenecientes a la cepa de
Giardia G5, fueron sucesivamente transfectadas en la cepa WB gue naturalmente no posee
homalogos de esta VSP, produciendo asi 7 clones de Giardia capaces de expresar 2 VSPs
en la superficie al mismo tiempo: la VSP nativa (9B10) v la V5P recombinante H7 sobre-

expresada.

3.4.2. Variacidn antigénica con trofozoitos que expresan las VSPs H7 recombinantes
Para estudiar como el estimulo del mAb genera como respuesta una variacidn

antigénica en ¢l trofozoito, y 51 la secuencia citoplasmatica de las VSPs estd involucrada en

ese proceso, realizamos los ensayos de variacidén antigénica en poblaciones clonales de

Criardia que expresaban dos VSPs al mismo tiempo, la nativa VSP-9B10 v la recombinante

H7. La hipitesis en la que se basa el ensayo es que, si estimulada con el mAb G10/4 {anti

HT). la proteina recombinante es capaz de transmitir al interior de la célula la seiial de

variacion antigénica y permitir el cambio de la proteina de superficie nativa, en este caso
- VSP-9B10,

Lamentablemente, la produccion de células capaces de expresar las dos VEPs al
mismo tiempo con la téenica de la dilucion limite resultd particularmente dificil, por lo que
silo se logrd coexpresar VSP YB10 con las versiones de H7: HTWT: H7polvK o HTExA.
Hasta la fecha no fue posible clonar poblaciones celulares capaces de expresar en gran

namern [a VSP 9B 10 con la otras VSPs recombinantes,
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| Fig. 15 — Ensaye de variscidn anfigénica con trofozoites que cocxpresan VSP-9R10 v VEP-

[HTWT

| Clones de trofozoilos co-expresando VSP-9B10 ¥ VEP-HTWT fueron estimulados durante 3 dias

| sin mAb (Contrall; con mAb SB10 o con mAb G104 (anti HT), luego de los cuales loa trofezoiios

| fueron marcados sin Mjacion con mAb YB1IFITC {(barras blancas) o com G10A-FITC {harras
grises} ¥ fueron immediatamente fomadas imdgenes en un microscopio de fluorescencia. Se
contabilizg el porcentaje de células positivas pars cada una de las VSPs. Barras: error estindar. Los
vitlores de p s¢ determinaron con el test @ de Student, n=2.

Comao se puede observar en Figura 15, una poblacion de trofozoitos que expresan en
grandes cantidades las VSPs 9B10 v HTWT (la proteina H7 sin mutaciones), crecida en
presencia del anticuerpo anti VEP-9B10, muestran una variacion antigénica significativa de
la VSP 9BI10 (p= 0.006) pero no una vanacion antigénica significativa de la proteina H7
{p= 0.15). 5in embargo, se puede notar una reduccion del porcentaje de células positivas
para el mAb G10/4 (anti-H7). por lo cual no se puede excluir que el estimulo del anti-9B10
haya causado una disminucidn de la expresion de la proteina recombinante aunque esté
sobre-expresada,

La misma poblacion, crecida en presencia de mAb G10/4 {anti-H7) no mostro una
significativa variacion antigénica de la VSP-9B10, pero si una significativa disminucion de
la expresion de la proteina HT recombinante.

El mismo experimento fue repetido con las células 9B10-H7polyK. gue expresaban

tanto la proteina 9810 como la mutante H7 con 5 lisinas en lugar de los 5 aminodcidos
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CRGEA. Como se puede observar en Figura 16, cuando las células se cultivaron con el
mAb 9BI0 se indujo la variacidn antigénica de la VSP-9BID, pero no hubo ninguna
variacion de la expresion de la proteina recombinante H7polyK. Sorprendentemente. las
células que crecieron en presencia del mAb G10/4 no mostraron ninguna disminucion de la
expresion de la VEP-9B10 y una ausencia total de la expresion de la VEP-H7palvK.

9810-HT poly¥
10 [ AntiSB10
! B - Control ve, Crecada oon 80810
p=0.0001

™
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Fa
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Fig.16 - Ensavo de variscion anfigénics con trofozoitos que co-expresan 9BI0 v HTpalvK
Clenes de rrofozoites co-expresando VEP-9BI0 v VEP-HTpolyK fueron estimulados durente 3 i
dias sin mAb {Control}; con mAb 9810 o con mAb GIDM4 {anti H7), luego de los cuales Jos |
trofozoitos fueron marcados sin fijgcion con mAb SB10-FITC (barmas blancas) o con G 14V4-
FITC {barras grises) v fueron inmedistamente tomadas imdgenes en un microscopio de |
fluorescencin. Se contabilizd e porcemtaje de células positivas para cada una de las VSPs.
Barras: error estdndar. Los valores de p se deteeminaron con el test 1 de Swdent, n=2. |

A continuacion, se estimuld la vanacion antigénica de las células co-expresando
9B10-H7TKxA, tal como se muestran en fa Figura 17, Se puede observar la vanacion
antigénica normal de la VSP-9B10 producida por el mAb especifico v una significativa
disminucién de la expresion de la proteina recombinante H7 KxA debido a una vanacion
antigénica inducida por el mAb anti-9B10. Una tendencia similar puede observarse también
en Figura 15, solo que, en ese caso, la disminucion de la expresion no fue significativa.
También en este ensayo las células que crecieron en presencia del mAb G10/4 mostraron

una desapancion tolal de la expresion de la proteina mutante H7.
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Fig.17 - Ensayo de varincion antigénica con trofozoilos que co-expresan Y810 - H7 KxA

Clones de trofoenites co-expresando VEP-9B10 v VEP-HT KxA fueron estimulados duranie 3
| dias sin mAb (Controf); con mAb 9B10 o con mAb G104 (anti HT), luego de los cuales Jos

treforoitos fueron marcados sin fijacidn con mAb 9B10-FITC (barras blancas) o con G (v4-
| FITC {barras grises] v fueron inmedistamente omadas imdgenes en un micrescopio de
| Muofescencia, Se contabiling el porcentaje de células positivas para cada una de las VSPs.
| Barras: error estindar. Los valores de p se determinaron con el test @ de Stedent. =2,

Estudios sucesivos de inmuno[luorescencia utilizando sélo un anticuerpo secundario
anti-raton marcado fluorescente sobre las células 9B10-HT7polyK v 9BI0-HT7KxA han
demostrado la permanencia en la superficie de los mAbs G10/4 utilizados para inducir la
variacién antigénica (no mestrade). La aparente desaparicion de las  proteinas
recombinantes observada en las Figuras 16 v 17 podria explicarse si tenemos en cuenta que
log trofozoitos que expresaban las VSP H7 mutantes crecieron en presencia del anticuerpo
G104 y por eso todos los epitopes podrian estar cubiertos por dicho anticuerpo. Cuando
fue utihizado el mAb G10/M4-FITC para relevar la expresion de las mutantes de V8P H7,
ningin epitope fue reconocido. dando como resultado una aparente variacidn antigénica.

Mo es claro como este fendmeno solo pudo observarse en el caso de las dos
mutantes de VSP H7 y no con células 9B10-HTWT, Muestra hipitesis es que las
mutaciones presentes en la porcion citoplasmética de la VSP H7 interfieren con el normal
recamhio de las proteinas variable de superficie, impidiendo la internalizacion de las

proteinas.
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Los seres humanos, como otros mamiferos y organismos pluricelulares. son el
resultado de un proceso de co-evolucion entre organismos comensales ¥ huésped que se
produce desde hace millones de afios. No obstante esta relacidn enire organismos
“huéspedes” v organismos “residentes” tenga principalmente un caracter de tipo simbidtico,
como se puede observar en relacion a la microflora que coloniza los intestinos, algunos
organismos han desarrollados mecanismo dafiinos hacia los huéspedes con el fin de poder
aprovechar de las condiciones ambientales dptimas para su reproduccion v propagacion. Al
misme tiempo, bajo esta presion evolutiva., se han seleccionado en los organismos
huéspedes mecanismos de defensa capaces de contrarrestar esta invasion (Deitsch v col.
200%9; Hovel-Miner v col. 201 5).

A lo largo de su evolucion, varios protistas han desarrollados complejos mecanismos
moleculares para poder invadir orgamismos huésped v eludir los sistemas de defensa. Uno
de ellos consiste en el variar la expresion de las proteinas de superficie para poder
camuflarse del sistema inmunitario, Dicho mecanismo es conocide como Variacidn
Antigénica v s utilizado por vanos organismos como por ejemplo Criardia lamblia,
Tripanasoma brucei y Plasmodivm falciparum (Prucca v col. 2008; Hovel-Miner y col.
2015; Guizetti v col. 2013),

Hasta la fecha no gqueda claro s hay una interaccidn directa entre el sistema
mmmumitario de los organismos parasitados y los mecanismos que regulan la variacion
antigénica de los parasitos, ¢s decir si la inmunidad adaptativa de los organismos huéspedes
seleccionen o induzcan la vanacion antigénica en dichos protistas (Ankarklev y col. 2010,
Matthews v col. 2015; Guizetti v col. 2013).

En el presente trabajo de tesis nos propusimos estudiar el rel de los mAbs contra
V5Ps en el proceso de variacion antigénica del parasito intestinal (rigrdia lambiia.

A tal proposito se abordaron en detalle los siguientes puntos:
. El efecto citotdxico de los mAb ant-VSPs
. El efecto de los mAb sobre ¢l proceso de variacion antigénica en Giardia

T0
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Efecto citotdxico de los mAb anti-VSPs

En las ulumas décadas se publicaron varios reportes donde se describid el efecto
citotoxico complemento-independiente de los mAb anti-VSP de Giardia (Hevworth v col.
1992; Nash y col. 1986; Stager v col. 1997; Touz y col. 2003}, Estos resultados postulan
gue el sistema inmunitario podria limitarse a la seleccién de las cflulas que cambian los
antigenos de superficie en vez de tener una relacion molecular més estrecha v compleja con
los pardsitos, tal como un antibidtico selecciona las bacterias mutantes gue casualmenie se
generan.

Puesto que no se publicaron estudios concluyentes relacionado a este tema de
investigacion, para clarificar la relacion exacta entre sistema inmunitario humoral v la
vanacion antigénica de Giardia, desarrollamos diferentes ensayos de citotoxicidad para
corroborar los efectos previamente descriptos ¥ evidenciar eventuales concentraciones de
mAb ne citotoxicas que nos permitieran seguir nuesiros estudios.

En el primer ensayo llevado a cabo fue wtilizada una clevada dilucion de los mAb,
treinta veces mayor a la descripta como citotdxica (Nash v col, 1986), con ¢l fin de
r aseguramos que no hubiera muerte celular, dato necesario para los ensayos que venfan a

continuacidn. Como esperado, no se detectd ningliin efecto citotdxico (Figura 4 — Barras
blancas).

Un dato interesante es que no obstante la elevada dilucion wtilizada, cuando
analizamos las células al microscopio pudimos notar los mismo efectos de inmobilizacion,
falta de adhesion ¥ aglutinacion que fueron indicadores de citotoxicidad (Nash y col. 1985;
Touz vy col. 2005) pero el sistema de discriminacion entre células vivas o muertas utilizado
indicd que los trofozoitos eran viables (Figura 3),

Debido a esta evidencia, en el ensayo de proliferacion pusimos a incubar todas las
células ¥ no solo los trofozoitos adheridos al la placa de cultive. como habia sido
especificado en los protocolos originales (Nash y col. 1986; Touz y col. 2005) v como
esperado no notamos ninguna diferencia en la proliferacion celular entre Gigrdia incubada
con mAb v control (Figura 3 — Barras blancas).

El paso sigwente fue confirmar la citotoxicidad de los mAbs a las concentraciones
previamente reportadasz. Para este fin realizamos ensayos de citotoxicidad llevados a cabo
con el kit comercial Cell Titer % Aqueous, un sistema colorimétrico gue permite

determinar la actividad metabélica de las células v correlacionala con las células viables en
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el medio de cultivo. Los dos resultados obtenidos con estos experimentos fueron
inesperados. Por un lado no pudimos detectar ninguna actividad citotéxica con diluciones
de log mAb criticas de 1:50 vy 1:20 y, por otro lado, vimos un aumento significativo de la
actividad reductora de los trofozoitos (Figura 6).

Muv inferesantemente, este aumento de la actividad metabolica no fue debido a un
aumento de la proliferacion celular (Figura 7). lo cual evidencia que los mAb no sélo no
s0n citotdxicos, sino gue también pueden inducir un aumento de la actividad reductora de
los trofozoitos. Esto sugiere que la interaccion entre mAb v V8P de Giardia puede disparar
una sefializacion intracelular, como ha sido descripio para Paramecium v Tetrahymena, dos
protistas de vida libre (Juergensmeyer 1969; Preer 1986; Simon 2007).

Estos resultados, contrastantes con lo previamente publicado, se pueden exphcar por
las diferencias metodoldgicas utilizadas respecto a los primeros ensayos de proliferacion.
Los mAbs, probablemente afectando la adhesion celular v favoreciendo la aglutinacion de
los parasitos (Langford v col. 2002), disminuyven ¢l nimero de células que se mantienen
adheridas a la placa de cultivo. Por esta razén en los ensayos previamente publicados y en
los cuales se descartaban las células no adheridas, se excluia del analisis la mavoria de los
trofozoitos vivos, sobreestimando la citotoxicidad de los mAbs.

Mo se sabe hasta la fecha cual es la importancia de la accion de los factores del
complemento en la eliminacion de los trofozoitos in vive y se hipotetiza que no sea de gran
relevancia en la erradicacion de la infeccidn de Giardio, debido a la localizacion en la que
ocurre {Singer 2011). lgualmente en los ensavos de citotoxicidad quisimos estudiar ¢l rol de
las proteinas del complemento incubando los pardsitos con mAb v suero de raton.

Los resultados obtenidos (Figuras 4 y 5 - barras grises) son de dificil interpretacion.
Por un lado tenemos un pequefio efecto citotoxico complemento-dependiente evidente para
los clones VSP-9B10 pero no para los clones VEP-1267 v VSP-HT; por otro lado, existe
una clara evidencia que la incubacion de células con suero de raton puede interferir con la
proliferacién normal de los trofozoitos dependiendo del anticuerpo utilizado, Las eélulas
incubadas con mAb anti-9B 10 (isotipe 1gG) y suero de raton, ademas de sufrir un leve
efecto citotdxico, demostraron una proliferacién significativamente menor en comparacion
con ¢l control. El mismo efecte no se pudo detectar en las células incubadas con el mAb
SC1 (anti-VSP1267) (isotipo Igh), indicando que ¢l fendmeno podria ser dependiente ya
sea de la clase de inmunoglobulinas utilizadas asi como de la VSP expresada (Nash y col,
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19940, Nash y col. 1991). Los resultados relativos a la cepa de Giardia GS incubada con
mAb GV (anti-VSPHT) son ain diferentes mostrando como, para esta cepa de pardsitos,
un exceso de suero de raton (inactivado v no inactivado) en el medio de cultive puede
comprometer la proliferacién celular normal. También en este caso los resuliados son
acordes a lo previamente reporiado en cuanto a las diferentes respuestas de Giardia frente a
distintos estimulos dependiendo de la cepa estudiada y de la V3P que expresa {Nash v col,
19y, Mash y col. 1991}, fenémeno demostrade también en otro protistas como los
Poramecium (Simon 2007). Sin embargo, son necesarios experimentos adicionales para

confirmar estos resultados.

Efecto de los mAb sobre el proceso de variacién antigénica en Giardia

Luego de haber demostrado la ausencia de un efecto citotdxico complemento-
independiente o una disminucion de la proliferacion celular causados por los mAb, hemos
estudiado el rol de tales anticuerpos en el proceso de variacidén antigénica, demostrando su
capacidad de inducir el fendmeno fn vifro con un recambio aleatorio de VSPs (Figuras B, 9
y 10y,

El fendmeno fue postulado en el pasado, pero nunca fueron llevados a cabo ensayos
concluventes para poderlo demostrar. En un estudio publicado en el 2008 por Touz v
colaboradores. clones de Giardia VSP-9B 10 fueron estimulados con ¢l mAb especifico por
24 horas sin que se pudiera detectar un cambio en la expresion de la VSP (datos conforme
con los obtenidos por nosotros, va que el cambio fenotipico puede ser detectado salo
después de 72 horas). En el mismo estudio, clones VSP-9BID transfectados que
sobreexpresaban la enzima arginina deiminasa, después de 24 horas de estimulo con mAb
9810, disminuyeron levemente la expresion de la VSP-9B10, pasando del 95% de
trofozoitos que la expresaban en el control al 85% en las células estimuladas con el mAb
9810, Los autores concluyeron que la sobreexpresion de tal enzima estaria relacionada con
un aumento de la varacion antigénica al eitrulinar la arginina del penta péptido citosdlico
de las V5P (CRGEA). Sin embargo, la disminucion en la expresion de la VSP-9B10 al
estimular con el mAb 9B10 era de menos del 10%, no quedando claro si esta pequefia
disminucion es estadisticamente significativa.

En el presente trabajo fue demostrado por primera vez v en manera reproducible que

los mAb pueden disparar la vanacion antigénica sin tener efectos citotoxicos. Este
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descubrimiento es muy importante, ya gque ahora disponemos de un estimulo particular para
mducir la vanacion antigénica in vitro ¥ de esa manera podemos estudiar este fendmeno en
condiciones controladas v sincronizadas en Giardia famblie. Esto mismo ain no ha sido
descripto parg otros protistas patbgenos que tienen variacion antigénica, como 7. brucel v
P falciparam (Matthews v col. 2015; Guizetti 2013).
Durante el proceso de variacion antigénica. en diferentes protistas se han descripio
grandes y variados cambios del estado de la cromatina, que van desde las metilaciones v
. deacetilaciones de histonas en Plasmodium folciparum (Chookajorn 2007; Freitas-Junior
2005; Lopez-Rubio 2007; Lopez-Rubio 2009) v en Trypanosoma bricel (Figueiredo 2008
Wang 2010), hasta el mecanismos de ARN imterferencia transcriptional en Paramecium
tefraurelio (Marker 2010; Barnasic 2014) que suele estar relacionado a mecanismos de
regulacion epigenéticos (Burger y Gullerova 2015).
Recientemente en nuestro laboratorio se ha demostrado que las histonas de Giardia
pueden presentar modificaciones post-traduccionales como metilaciones v acetilaciones v
que la inhibicion de las e¢nzimas deacetilasas interfieren en los procesos bioldgicos
- normales del pardsito, inhibiendo el enguistamiento y acelerando el fepdmeno de variacion
antigénica (Carranza v col. en preparacion).

Ahora que tenemos esta herramienta de poder disparar la variacion antigénica de
manera controlada v regulada, podemos estudiar en mas detalle cuales son las interacciones
entre las modificaciones de cromatina v el mecanismo de ARN interferencia que regula la
variacion antigénica de Crigrdlio (Prucca v col. 2008).

Un resultado preliminar de estos estudios es presentade en la Figura 13, donde se
pucden observar imagenes de microscopia de fluorecencia gque muesiran la localizacidn
nuclear de diferentes modificaciones de las histonas de (riardia. Después del estimulo con
mAb se pudo notar solamente un cambio en las modificaciones de histonas relativo a la
acetilacion de la lisina 8 de la histona 4 (H4K8ac) que aparcce con una nueva localizacion
perinuclear, demostrando que el estimulo de variacion antigénica puede modificar la
conformacion de la cromatina v entonces activar o inhibir la expresion de diferentes genes.
Esta hipdtesis fue corroborada por los resultados obtenido en el estudio de expresion de los
ARN mensajeros de las ARN helicasas, de Dicer v de Argonauta, donde se pudo demaostrar
un cambio en la expresidn de varias enzimas involucradas en el mecanismo de ARN

intertferencia, el que regula la variacion antigénica del parasito (Prucca y col. 2008) (Figura
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12).
Los ensavos de citotoxicidad que demostraron un aumento de la actividad metabalica
de las células, junto con los estudios de la expresion génica de Dicer, Argonauta ¥ vanas
EMNA-Helicasas (Gargantini v col. 2012}, los estudios de inmunofluorescencia de las
medificaciones de las histonas (Carranza v col. en preparacion) v de la localizacion de la
enzima RpRd (Figura 14), han demosirado gue existen diferencias lenotipicas rdpidas en la
bioguimica de los trofozeitos luego de gue son expuestos a periodos breves con los mAb
anti-VS8Ps. Por el contrario, el fenomeno de variacion antigénica puede ser detectado de
manera confiable mediante microscopia sdlo después de 3 dias de la induecidn inkeial.

Una hipitesis que podria explicar estos resultados es asumir el cambio de la
expresion de las proteinas VEP: como un fendmeno rapido cuando se producen nuevas
V&Ps, pero lento cuando se trata de la eliminacion de a vieja V5P,

Esta hipotesis explicaria el fendmeno de coexistencia de dos VSP presentes en la
superficie del mismo parasito al mismo tiempo durante la variacion antigénica, lo cual fue
previamente descripto ¥ caracterizado (Nash v col. 2001 ).

El estimule disparado por los mAb anti-VSP causa un recambio en la expresion de la
proteina presente en la superficie de Giardia, pero poco se sabe de como ocurre este
recambio. No obstante, algunos autores hipoietizan que pueden ser cortadas
proteoliticamente v secretadas en el medio ambiente (Papanastasion v col. 1996; Touz ¥
col. 20058). En Trypanosoma brucei, las glicoproteinas variables de superficie (VEG)
recubren la superficie de la forma infectiva del pardsito ¥ son constantemente endo- y
exocitadas a nivel del bolsillo flagelar. Coando estan acomplejadas a lgl especificas son
rapidamente internalizadas v degradadas (Engstler 2007; Hovel-Miner 2015).

A diferencia de lo que previamenie se encuentra publicado (Papanastasiou ¥ col.
1996; Touz y col. 2008) v de lo que ocurre en T brucei, nuestro ensayo disefiade para
estudiar ¢l proceso de recambio de las VSPs ha demostrado que las proteinas de superficie
no son escindidas proteoliticamente v luego secretadas en el medio ambiente, sino que son
mternalizadas y degradadas en alglin compartimento intracelular aun no determinado. Este
modelo concuerda con la hipdtesis previamente enunciada sobre el recambio de las VSPs:
debide al estimulo causado por los mAb, los trofozoitos comienzan a producir una VSP
diterente v silencian la produccion de la precedente. Mientras eésto ocurre, el recambio de

las proteinas de superficie no varia v sigue normalmente. con la diferencia que la proteina
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gue se¢ expresaba precedentemente no es mabs producida v entonces disminuye
progresivamente su concentracion en la superficie celular. Por el contrano la nueva VSP
empieza a aumentar su concentracién en la membrana plasmética, porque a pesar del
recambio proteico, su produccion es constante. Nuestro modelo prevé una situacion en
donde una célula expresa dos V8P al mismo tiempo, una disminuyendo progresivamente su
concentracion ¥ la otra aumentandola progresivamente, hasta poder ser detectada mediante
inmunofluorescencia después de 3 dias de la induccion inicial. Esta hipotesis concuerda con
lo gque ha sido publicado previamente (WNash v col. 2001). Sin embargo, para poder
demostrar esta hipotesis seria necesario realizar ensayos complementarios.

Como fue previamente mencionado, las proteinas variables de superficie poseen un
dominmio citosalico formado por 5 aminoacidos (CRGKA) cuva funcion todavia no esta
dilucidada. Por los resultados discutidos previamente vy por estudios publicados sobre la
variacion antigénica de Paramecivm v Tetrahymena, donde se propuso que los anticuerpos
puedan estimular una seflalizacion intracelular (Juergensmeyer 1969: Preer 1986; Simon
2007), hipotetizamos que este dominio podria estar involucrado en la transmision
5 intracelular de la sefial de variacion antigénica.

Durante este trabajo de tlesis desarrollamos diversos trofozoitos recombinantes
capaces de expresar dos VSPs al mismo tiempo, una nativa (VSP-9B10) v la otra una VSP-
H7 con mutaciones en la porcion citosdlica, La hipdtesis en la que se baso nuestro ensayo
es que, al ser estimulada con el mAb especifico, la proteina recombinante con secuencia
salvaje es capaz de trasmitir al interior de la célula la sefial de vanacion antigénica ¥
permitir ¢l cambio de la proteina de superficie nativa, mientras gue las proteinas mutadas
no deberian poder hacerlo.

Lamentablemente estos ensayvos no han dado los resultados esperados, probablemente
la razdm se debe al sisiema de sobre-expresion de las proteinas recombinantes utilizado. En
los ensavos realizados con células 9B10-H7TWT crecidas con mAb G10/4 (anti-VSPHT) se
pudo observar una pequefia disminucion de la expresion de la VSP-9B10 (no significativa
pero de tendencia reproducible en otros experimentos) v una significativa disminucion de la
expresion de la VSP recombinante HTWT. La disminuciton de la VSP-9B10 no se detectd
en los otros ensayos con las protelnas recombinantes, mientras que los niveles de expresiin
de la mutante VSPH7 KxA estimulada con mAb 9B10 fueron significativamente inferiores

en comparacion con el control, resultado que no se obtuvo con la mutante VSPHT polyK en
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los clones 9B10-VSPH7 polyK.

Llamativamente, los resultados de expresion de las proteinas H7 mutadas en los
clones estimulados con mAb GI0V4 no se pudieron determinar a causa de un fendmeno
imesperado. Como fue explicado en el capitulo Resuliades (Figuras 16 y 17), en el ensayo
de inmunofluorescencia llevado a cabo con anticuerpo GIWA-FITC (un mAb marcado
directamente con fluoresceina) no se pudieron detectar células positivas, mientras gque un
control negative de inmunofluorescencia efectuado con trofozoitos fijados v usande sélo un
anticuerpo secundario-FITC ha demostrado la presencia tanto de las VSPs mutadas, como
del mAb G10/4 utilizado para inducir la variacidn antigénica. Este resultado fue
sorprendente no solo porgue no se presento con las células 9B10-HTWT sino porque, como
fue demostrado con el ensayo de internalizacidn de mAb 9B10 (Figura 11). ¢l complejo
VEP-anticuerpo habria sido imernalizado a las 24 horas.

Para poder llegar a conclusiones definitivas son necesarios ensavos complementarios
de variacidn antigénica, también con las poblaciones de trofozoitos recombinantes que no
se pudieron clonar, como la mutante YSPHT RBxA. va que la citrulinacién de la arginina
podria estar asociada a un aumento de la vanacion antigénica (Touz y col, 2008). Sin
embargo, los resultados hasta ahora oblenidos resultan alentadores ya que nos indican gue
la poreion citosolica de las VSPs podria estar involucrada en el proceso de transmision de
la sefial en el mecanismos de vanacion antigénica v estar participando activamente en el
proceso de recambio de las proteinas variables de superficie.

No sabemos si el mecanismo de vanacion antigénica inducido por los anticuerpos

anti-V5Ps es fundamental para la supervivencia de los parasitos in vive. En T. braced v F.

falciparum no estdn descriptos mecanismos de regulacion andlogos (Guizetti 2013;

Matthews 2015). Al contrario. en T. brucei parcce haberse desarrollado un sistema de
eliminacion rapido de los anticuerpos especiflicos contras las VSG (Engstler 2007).
Organismos con sistemas de regulacion génica muy similar a lo de Giardia son los
Paramecium, protistas de vida libre con una variacion génica regulada por un mecanismo
de ARN interferencia (Marker 2010) v cuvo cambio de la expresion de antigenos de
superficie puede ser inducido por anticuerpos (Simon 2007; Preer 1986). En este caso el
sistema de varnacion antigénica inducido por interacciones entre proteinas (antigenos —
anticuerpos) puede tener una ventaja selectiva, en cuanto fue demostrado que los

predadores como Didinium nasutum pueden reconocer los Paramecium especificamente a
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través de sus antigenos de superficie (Harumoto v Miyvake 1992),

Sin embargo este mecanismo de induccidn controlada de la variacion antigénica
puede tener gran relevancia para la investigacion v nos confiere la posibilidad de mejorar
nuestros conocimientos abriendo un amplio campo de estudios gque nos permitird en un

Future dilucidar completamente estos mecanismos utilizados por los protozoos pardsitos.
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Anexo

Parte de los resultados de este trabajo de Tesis fueron publicados en el siguiente articulo:

Gargantini PR, Serradell MC, Torri A, Lujan HD, 2012, Putative SF2 helicases of the
early-branching eukarvote Giardia lamblia are invelved in antigenic vartation and parasite
differentiation into cysts. SMC Microbiof. 28:12:284. doi: 10.1186/1471-2180-12-284,

Parte de los resuliades fueron enviados para su publicacidn bajo el titulo:
Carranza PG, Gargantini PR, Prucca CG, Torri A, Saura A, and Lujan HD. Specific

histone modifications play critical roles in the control of encystation and antigenic variation
in the early-branching protozoan Glardia lamblia.

La mayor parie de los resultados serdn incluidos en un artfeulo en preparacidn:
Torri A, Gov C, Gargantini PR, Saura A, Ferrari ML, Baroni M, Lujan HD,

Monoclonal antibodies against Variable Surface Proteins induce Antigenic Varialion in
Criaradin famblia,

Ademas, durante mi Tesis participé en el desarrollo experimental del articulo:

Rivero FD, Saura A, Prucea CG, Carranza PG, Torri A, Lujan HD. 2018. Disruption
of antigenic varistion is crucial for effective parasite vaccine. Nar Med: 16(5):551-7.
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