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Resumen

Abstract

Resumo

La giardiasis es la enfermedad gastrointestinal
de mayor incidencia mundial, causada por el
protozoario Giardia duodenalis, para la cual
no se cuenta con una vacuna o tratamiento
eficiente. En aras de buscar nuevos blancos
farmacoldgicos contra este parasito, se han
estudiado las enzimas del metabolismo
energético, como las sirtuinas, deacetilasas
dependientes del dinucleétido de adenina y
nicotinamida (NAD). Previamente se identificd
a GdSir2.1 y GdSir2.2 como deacetilasas
dependientes de NAD, con localizaciones
subcelulares diferentes.

En este trabajo se estudié otro candidato a
sirtuina (GdSir2.3) mediante herramientas
bioinformaticas para la identificacion de
caracteristicas tipicas de la familia sirtuina en
la secuencia del candidato, y experimentales
como laobtenciénde la proteina recombinante
6xHis-GdSir2.3 que demostr6 actividad
deacetilasa dependiente de NAD y que sirvid
como antigeno en la produccion de los IgY - o -
6xHis-GdSir2.3 para la localizacion subcelular
de la proteina enddgena en G. duodenalis. Lo
anterior concuerda con otros estudios donde
se sefala a GdSir2.3 como un importante
regulador de la enquistacion, debido a su
aumento de expresion durante esta etapa del
ciclo de vida, constituyéndola como un blanco
farmacolégico promisorio para el control de
esta parasitemia.

Giardiasis is the gastrointestinal disease with
the highest incidence worldwide, caused by the
protozoan Giardia duodenalis, for which there
is no vaccine or efficient treatment. In order
to find new pharmacological targets against
this parasite, energy metabolism enzymes
such as sirtuins, deacetylases dependent on
the nicotinamide adenine dinucleotide (NAD),
have been studied. GdSir2.1 and GdSir2.2
were previously identified as NAD-dependent
deacetylases, with different  subcellular
locations.

In this work, another candidate for sirtuin
(GdSir2.3) was studied using bioinformatic tools
for the identification of typical characteristics
of the sirtuin family in the sequence of the
candidate; and experimental ones such as
obtaining the recombinant protein 6xHis-
GdSir2.3 that demonstrated NAD-dependent
deacetylase activity; and that it served as an
antigen in the production of IgY - a - 6xHis-
GdsSir2.3 for the subcellular localization of
the endogenous protein in G. duodenalis. The
foregoing is consistent with other studies where
GdSir2.3 is indicated as an important regulator
of encyst due to its increased expression during
this stage of the life cycle, constituting it as a
promising drug target for the control of this
parasitaemia.
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A giardiase é a doenca gastrointestinal de
maior incidéncia no mundo, causada pelo
protozoario Giardia duodenalis, para a qual
nao existe vacina ou tratamento eficaz.
Com o objetivo de encontrar novos alvos
farmacoldgicos contra esse parasita, tém
sido estudadas enzimas do metabolismo
energético, como as sirtuinas, desacetilases
dependentes do dinucleotideo adenina
nicotinamida (NAD). GdSir2.1 e GdSir2.2
foram previamente identificados como
desacetilases dependentes de NAD, com
diferentes localiza¢oes subcelulares.

Neste trabalho, outro candidato a sirtuin
(GdSir2.3) foi estudado usando ferramentas
de bioinformatica para a identificacao de
caracteristicas tipicas da familia sirtuin na
sequéncia do candidato; e experimentais,
como a obten¢do da proteina recombinante
6xHis-GdSir2.3 que demonstrou atividade
desacetilase dependente de NAD; e que
serviu como antigeno na produgao de IgY - a
- 6xHis-GdSir2.3 para a localizagao subcelular
da proteina endégena em G. duodenalis. O
exposto é consistente com outros estudos
em que o GdSir2.3 é apontado como um
importante regulador de encisto devido a sua
expressao aumentada durante esta fase do
ciclo de vida, constituindo-se como um alvo
promissor para o controle dessa parasitemia.
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Introduccion

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

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

Las sirtuinas (E.C. 2.4.2) son proteinas globulares que tienen un tamafio
muy variable; sin embargo, una de sus caracteristicas mas importantes es
la presencia de un dominio catalitico conservado de aproximadamente
250 aminoacidos, conocido como plegamiento sirtuina y que consta de
dos regiones: una pequefia y otra grande, que en conjunto permiten que la
proteina lleve a cabo su actividad catalitica.

Dada la estructura conservada del dominio catalitico, las sirtuinas
presentan también un mecanismo de reaccion conservado en todos los
organismos en donde han sido caracterizadas. Dicha reaccion consiste en la
remocion de un grupo acetilo de los residuos lisina de diferentes proteinas
usando como cosustrato NAD+ y generando como productos nicotinamida,
2’-0-Acetyl-ADP-Ribosa (2’ AADPR) y el péptido deacetilado.

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

Teniendo en cuenta la posible importancia de las sirtuinas en este
organismo, se planted este trabajo para identificar un nuevo candidato
a sirtuina en G. duodenalis, mediante herramientas bioinformaticas y
experimentales, con el fin de ampliar el conocimiento sobre la bioquimica
de este parasito, para proponer nuevos blancos terapéuticos que permitan
desarrollar estrategias de control efectivas contra esta parasitemia.

Materiales y métodos

A partir de la secuencia del candidato a sirtuina (GdSir2.3), identificado
previamente en bases de datos, se realizaron dos aproximaciones para su
caracterizacion:

La secuencia candidato GdSir2.3 (GL50803 16569) fue utilizada para
un alineamiento multiple con las siete sirtuinas humanas (cédigos de

acceso UniProt: Q96EB6; Q81XJ6; QINTG7; QIY6E7; QINXAS; Q86T7;
QINRCS) y los cinco candidatos a sirtuina de Giardia, de los cuales se
han identificado experimentalmente dos (cddigos de acceso GiardiaDB:
GL50803_10708, GL50803_10707, GL50803_16569, GL50803 11676,
GL50803_6942.) Dicho alineamiento multiple se realizdé y visualizd con
el software CLC MainWorkbench v. 7. 8. Adicionalmente, la secuencia
candidato se evaluo en los servidores Conserved Domains Database y Pfam
[1] para identificar dominios conservados pertenecientes a la familia sirtuina.

A partir de la secuencia de aminoacidos del candidato (GdSir2.3) se
construyeron diferentes modelos de estructura terciaria basados en los
algoritmos de homologia (Swiss Model) [2], threading (1 - Tasser) [3] y
ab initio (Robetta) [4]. Los modelos obtenidos fueron validados mediante
los puntajes de cada servidor, grafico de Ramachandran con el servidor
Rampage [5] y por superposicion con la estructura cristalizada de la SIRTS
de Homo sapiens, la sirtuina con mayor homologia con el candidato.
Adicionalmente, se realizé la superposicion de estos con la sirtuina 1
humana (SIRT1). Los modelos y las superposiciones fueron visualizados en
el software UCSF Chimera 1. 11. 2 65.

Se realizd la prediccion de fosforilacion del candidato empleando los
servidores NetPhos 3.1 [6] y GPS 5.0 [7]. Dichas predicciones se realizaron
con la secuencia de aminoacidos de la proteina y se evaluaron siguiendo los
parametros establecidos por cada uno de los servidores.

El gen GdSir2.3 se amplificéd mediante PCR bajo las siguientes condiciones
de reaccion: 2 mM de Buffer de PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM
KCl, 0,1% (vv) Triton X-100, 0,1 mg/ml de BSA), 0,2 mM de dNTPs, 0,2
uM de primer directo (5’- CAC CAT GGT ACC CGA TGT AGA TG -3°)
y reverso (5’- GTC GAC CTA ATC TAT ATT GAG AAT AGA CG -3"),
1U de Pfit polimerasa, 50 ng de DNA gendmico de G. duodenalis y H,0
DEPC, para un volumen final de 25 pL. El ciclo térmico de PCR consistio
en una etapa de desnaturacion a 95 °C durante 5 min, seguida por 25 ciclos
de 45 s a una temperatura de 56 °C y con una etapa de extension de 7
min a 72 °C. Los resultados fueron visualizados mediante geles de TBE
- Agarosa 1% p/v y documentados en el analizador de imagenes Imager®
Gel DocTMXR, con el software Quantity One Basic 4.6.3 de Bio-Rad™. El
producto de PCR fue ligado en el vector pET100/D-TOPO y transformado
en células quimicamente competentes £. co/i cepa TOP10 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante [8]. Los pldsmidos recombinantes se
extrajeron mediante lisis alcalina [9] y se confirm6 su identidad por PCR y
digestion con enzimas de restriccion [10].

El plasmido recombinante se usé para la transformacion de células
competentes £. coli de la cepa SHuffle [11]. Las células se incubaron a
37 °C con agitacion constante en medio liquido LB suplementado con glucosa
1% m/v, ZnCl, 2,5 uM'y 100 ug/mL de ampicilina hasta alcanzar una OD,, de
0,6. En este punto se adiciond el inductor (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido,
IPTG) a concentracion final de 0,1 uM, se incubaron las células durante 4 hy se
colectaron mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C.

Rev. Colomb. Quim., vol. 51, no. 2, pp. 3-10, 2022



Evaluacion y caracterizacion de la sirtuina 2.3 de Giardia duodenalis (GdSir2.3)

Los pellets obtenidos se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM buffer
fosfatos pH 7.8, NaCl 400 mM, KCl1 100 mM, glicerol 10%, Triton X-100
0,5% e imidazol 10 mM) agregando 5 mL de buffer por cada gramo de
células y lisozima a una concentracion final de 1 mg/mL. Se incub6 la mezcla
durante media hora en bafio de hielo con agitacion constante, se lisaron las
células en ausencia de inhibidor de proteasas mediante sonicacion durante
10 min (15 s de pulso, 15 s de reposo) y se centrifugaron a 14.000 G durante
20 min a 4 °C para separar la fraccion soluble (sobrenadante) y la fraccion
insoluble (pellet). Los resultados de la expresion fueron evaluados mediante
SDS - PAGE y western blot [12].

La fraccion soluble obtenida en la lisis fue incubada con 5 volimenes
de resina Ni - NTA Agarose empacada durante 4 h con agitacion constante
a 4 °C. Luego se empacé la mezcla en una columna de cromatografia y se
realizaron los siguientes lavados: un primer lavado de 1 mL con buffer de
lisis (50 mM buffer fosfatos pH 7,8, NaCl 400 mM, KCl1 100 mM, glicerol
10%, Triton X-100 0,5% ¢ imidazol 10 mM), dos lavados de 1 mL cada uno
con el buffer de lavado 1 (50 mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400 mM,
KC1 100 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,5% e imidazol 35 mM) y dos
lavados de 1 mL cada uno con el buffer de lavado 2 (50 mM buffer fosfatos
pH 7.8, NaCl 400 mM, KCI 100 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,5% e
imidazol 75 mM). La proteina recombinante se eluy6 de la columna con
500 pL del buffer de elucion (50 mM buffer fosfatos pH 7,8, NaCl 400mM,
KCl1 100 mM, glicerol 10%, Triton X - 100 0,5% e imidazol 300 mM) [13].
El resultado fue monitoreado mediante SDS - PAGE vy los eluidos fueron
cuantificados por el método colorimétrico de Bradford y densitometria.

Paralelamente, se realizo la purificacion de la proteina 6xHis-GdSir2.3
desde los cuerpos de inclusion mediante SDS - PAGE preparativo [14] y por
cromatografia de afinidad bajo condiciones desnaturantes [13]. La proteina
purificada fue dializada para remover el imidazol siguiendo el protocolo de
Herrera y colaboradores (2019) [15].

Se inocularon dos gallinas de la raza Hyline de 50 semanas bajo el siguiente
esquema de inmunizacion: para la primera inoculacion el individuo control
fue inyectado con PBS y adyuvante completo de Freund en una relacion 1:1
para un volumen final de inyeccion de 300 pL; por otra parte, el individuo
tratamiento fue inyectado con 100 pg de 6xHis-GdSir2.3 (antigeno
purificado) y adyuvante completo de Freund para una proporcion y volumen
final iguales que en el individuo control. El primer refuerzo de inmunizacién
se realizo a los 15 dias de la primera inoculacion, empleando en esta ocasion
adyuvante incompleto de Freund para ambos individuos. Los siguientes dos
refuerzos se realizaron cada 8 dias [16]. Una vez finalizado el esquema
de inmunizacion, se evaluo la capacidad de reconocimiento de las sangrias
mediante western blot con 6xHis-GdSir2.3 y se purificaron los anticuerpos
por afinidad a antigeno [17].

Con el objeto de identificar la proteina endogena en el pardsito en sus
diferentes estadios de vida trofozoitos de G. duodenalis cepa WB fueron
cultivados a 37 °C en medio TYI-S-3368 [18] hasta alcanzar la fase
logaritmica. Para la recoleccion de los parasitos se incubaron los tubos
de cultivo a 4 °C durante 1 h y luego se centrifugaron a 3000 rpm en el
rotor Microliter 30x2 sealed de la centrifuga Heracus Megafuge 16R de
ThermoFisher durante 15 min. Se lavo el pellet hasta 3 veces con PBS 1X
para retirar el exceso de medio de cultivo, se resuspendieron los parasitos en
1 mL de PBS 1Xy se almacenaron a -20 °C para posteriores procedimientos.

Para la obtencion de quistes se cultivaron los parasitos como se
describi6 anteriormente y una vez alcanzada la fase estacionaria se realizd
el cambio del medio TYI - S - 33 por medio de enquistacion (medio TYI - S
- 33 suplementado con 10 mg/ml de bilis bovina y pH 7.8) y se incubaron los
parasitos a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se realizo de nuevo el cambio
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amedio TYI - S - 33 y se incubaron los parasitos a 37 °C. Una vez pasadas
24 h, se retir6 el medio de cultivo y se incubaron los parasitos en agua
para lisar por choque hipotdnico las células que no se hubieran enquistado
[19]. Los quistes resultantes se lavaron dos veces con PBS 1X filtrado, se
resuspendieron en 1 mL de PBS 1x filtrado y se almacenaron a -20 °C.

Con el objetivo de identificar la proteina nativa GdSir2.3 se recolectaron
trofozoitos asincronicos y durante las 24 horas de la enquistacion. Los
extractos fueron evaluados mediante western blot empleando el anticuerpo
IgY - a - 6xHis - GdSir2.3 (1:50) siguiendo el protocolo de Herrera y
colaboradores (2019) [15], usando el sistema super signal west substrate
(Thermo). Como control de enquistacion se reconocieron las proteinas de
la pared del quiste CWP1 empleando un anticuerpo comercial contra estas
en una dilucién de 1:500.

Para establecer la ubicacion subcelular de GdSir2.3 se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia. Se resuspendieron los trofozoitos y quistes
en PBS 1X para una concentracion final de 1000 parasitos/uL. Se sembraron
10 pL de células sobre una lamina de vidrio y se unieron por incubacion a
37 °C durante 1 h. Las células se fijaron con paraformaldehido 4% (m/v)
y se bloquearon e impermeabilizaron durante 2 h a 37 °C con solucion de
bloqueo (Triton X — 100 0,5% (v/v), BSA 3% (m/v) en PBS). Se adicion6
el anticuerpo primario a-6xHis-GdSir2.3 IgY a una dilucién de 1:100 en
PBS y se incubd durante toda la noche a 37 °C. Asi mismo, se adiciond el
anticuerpo primario a-CWP conjugado a TAMRA (1:250 en PBS) sobre
los extractos de quistes bajo el mismo tratamiento del anticuerpo anterior.
Como anticuerpo secundario para a-6xHis-GdSir2.3 IgY se adiciond el
a-IgY acoplado a Alexa Fluor (ThermoFisher) 488 (1:1000 en PBS). Se
uso un anticuerpo comercial contra alfa tubulina acetilada como control
(1:500) y se empled el a-mouse acoplado a Dylight (ThermoFisher) (1:1000
en PBS), los anticuerpos secundarios se incubaron durante 1 h a 37 °C en
oscuridad y posteriormente se lavd la lamina dos veces con PBS. Finalmente,
se marcaron los nucleos con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1 pg/ul)
durante 3 min a temperatura ambiente, se retir6 el exceso de DAPI con agua
MQ y se almaceno la lamina a 4 °C en oscuridad para su posterior registro
en el microscopio de fluorescencia Nikon C1 con fluoromount y un objetivo
de 40X. Las imagenes obtenidas con el microscopio fueron procesadas con
el software Imagel] [20].

Para evaluar la actividad enzimatica de 6xHis-GdSir2.3 se us6 el kit
CycLex SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver. 2 siguiendo
las indicaciones del fabricante [21], empleando 300 ng de proteina
recombinante en presencia y ausencia de 8 mM NAD+ y teniendo como
control la SIRT2 de Homo sapiens [21]. Se realizaron tres ensayos
independientes de deacetilacion en el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (BioRad) con una longitud de onda de excitacion de 488
nm y la lectura de fluorescencia a 521 nm.

Resultados y discusion

Al analizar la secuencia de aminoacidos correspondiente al candidato
GL50803 16569 (381 aminoacidos, 43,9 kDa) mediante alineamientos
multiples con sirtuinas ya caracterizadas se encuentra el motivo G—A—-Gy
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los residuos de cisteina caracteristicos de las sirtuinas hacia la region amino
terminal que corresponde a un plegamiento tipo Rossman, compuesto por
una serie de hélices o y laminas 8 antiparalelas con caracteristicas tipicas
de unién a nucleotidos. En esta region se une el dinucledtido de adenina y
nicotinamida (NAD+) como cosustrato, adyacente al sitio de unién de la
acetil-lisina [22] (Figura 1).
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Figura 1. Alineamiento multiple de las secuencias de las sirtuinas de G. duodenalis
(GdSir2.3, GdSir2.1, GdSir2.2, GdSir2.4 y GdSir2.5, respectivamente) con las
sirtuinas humanas (SIRT1 — 7). Se presenta el alineamiento parcial de secuencias en
donde se observa sefialado en el recuadro rojo el motivo G — A — G y en amarillo las
cisteinas conservadas. Realizado con CLC Main Workbench V. 7.8.

La presencia del dominio G-A-G y las cuatro cisteinas en la secuencia
candidata podria indicar que se trata de una sirtuina, ya que se ha encontrado
que los residuos de cisteina se ubican en la region pequeiia del dominio
catalitico coordinando un atomo de zinc, que, si bien no participa en la
catalisis, resulta indispensable para la actividad enzimatica como lo han
demostrado diferentes estudios donde al mutar estos residuos o adicionar
agentes quelantes se da la pérdida de la actividad deacetilasa de la proteina
[23]. Al observar el alineamiento también se encuentran otras regiones de alta
homologia entre las sirtuinas del parasito y las humanas; no obstante, estas
se encuentran en dominio catalitico y permiten su organizacion estructural.

Para corroborar que el candidato GISir2.3 presenta caracteristicas
estructurales de una sirtuina, se buscaron dominios conservados en la
secuencia con los servidores CDD y Pfam; se encontr6 que esta secuencia
presenta el dominio tipico de la superfamilia sirtuina entre los residuos
60 y 270 aproximadamente, lo cual se valida con el E - value obtenido
para cada busqueda (Tabla 1, Figura 2). Lo anterior corresponde a una
region de unos 200 aminoacidos que es la longitud promedio del dominio
catalitico; ademas, debido a la ubicacion de este a lo largo de la secuencia,
es acorde con la presencia de regiones de baja homologia hacia los extremos
amino y carboxi terminal, las cuales tienen una funcion reguladora de la
actividad enzimatica, principalmente por ser los blancos de modificaciones

postraduccionales [24].

Tabla 1. Dominios conservados encontrados en la secuencia de GdSir2.3 mediante
los servidores CDD y Pfam. Se presentan los codigos de acceso para cada base de
datos, el intervalo que corresponde al dominio y el E - value para cada uno.

Servidor Nombre Acceso Intervalo E-value
CDD-NCBI SIR2 . cl00195 61-274 6,43¢ - 32
Superfamily
Pfam SIR2 ¢cl0085 66-274 7.2e-22

Al someter la secuencia del candidato GdSir2.3 al servidor NetPhos
3.1 de ExPASy se observo que esta presenta 62 residuos potenciales para
fosforilacion como se muestra en la Figura 3. Dichos residuos se ubican en
su mayoria hacia los extremos N - Terminal y C - Terminal de la secuencia,
fuera de la region que se espera conforme el dominio catalitico. Cabe
resaltar que existe también la probabilidad que GdSir2.3 sea fosforilada
en su dominio catalitico; esto se ha visto experimentalmente en SIRT1
en donde esta modificacion postraduccional actia como un interruptor
de la actividad catalitica que al ser removida promueve la actividad
enzimatica, de manera que permite la progresion del ciclo celular [25]. Las

fosforilaciones en sirtuinas de parasitos protozoarios no han sido estudiadas
de forma experimental; no obstante, es un campo promisorio para entender
los mecanismos de regulacion de estas enzimas que representan funciones
vitales en dichos organismos.
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura sirtuina. A. Prediccion de dominios
conservados con el servidor CDD — NCBI. B. Prediccion de dominios conservados con
el servidor Pfam C. Representacion esquematica de las estructuras de las siete sirtuinas
humanas. En azul se observa el extremo N — Terminal; en café, el dominio conservado; en
verde, el C — Terminal. Tomado de Sacconay y colaboradores (2016).
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Figura 3. Prediccion de fosforilaciones del candidato GdSir2.3. A. Prediccion de
fosforilaciones sobre el candidato GdSir2.3 mediante el servidor NetPhos 3.1 de Expasy.

phosphorylation potential

300

La probabilidad de que el candidato GdSir2.3 esté regulado por
modificaciones como la fosforilacion es importante para su estudio como
blanco farmacoldgico, ya que se ha encontrado que esta modificacion actua
como un interruptor de la actividad catalitica de diferentes sirtuinas dentro
de las que se encuentran las humanas. La regulacion de la actividad catalitica
mediada por modificaciones postraduccionales ha sido ampliamente
estudiada en las siete sirtuinas humanas y se ha encontrado que para todas
ellas es comun la fosforilacion [24].

En organismos filogenéticamente cercanos a G. duodenalis también se
han estudiado las modificaciones postraduccionales de las sirtuinas; tal es
el caso de Mycobacterium tuberculosis y su nica sirtuina (mDAC) que se
fosforila en el residuo Thr — 314, lo que genera la inhibicion de la enzima,
contrario a lo observado en las sirtuinas de eucariotes superiores [26]. En G.
duodenalis 1a fosforilacion juega un papel muy importante en el dimorfismo
celular a lo largo de su ciclo de vida. Estudios sobre el kinoma de este
parasito han revelado que presenta menos quinasas en comparacién con
otros eucariotes. Entre las quinasas ausentes en G. duodenalis se encuentran
algunas que regulan procesos como la progresion del ciclo celular y
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la reparacion de dafios en el DNA, las cuales se encuentran entre las
funciones descritas para sirtuinas de otros organismos [27].

Por otra parte, al realizar el modelamiento tridimensional del candidato
con diferentes algoritmos, se observd que se mantiene el plegamiento
sirtuina en todos los modelos (Figura 4) y, de acuerdo con los parametros
de evaluacion de los modelos, se observa un mejoramiento de estos. De este
modo, para el modelo obtenido por el algoritmo de homologia del servidor
SwissModel se tiene una baja identidad con la plantilla empleada, la cual
podria corresponder Ginicamente al modelamiento del dominio sirtuina. En
cuanto al siguiente modelo, realizado por el servidor I-Tasser, empleando el
algoritmo de #reading, se observa una disminucion de la calidad de aquel
debido a que el servidor intenta modelar aquellas regiones que no presentan
homologia con la plantilla teniendo en cuenta el contexto molecular de los
aminodacidos involucrados. No obstante, se mantiene el tamafio esperado
para el dominio catalitico. En el modelo obtenido mediante el algoritmo de
ab initio se evidencia una mejoria debido a una reduccion del RMSD entre
un mayor nimero de atomos apareados entre ambas plantillas.

RMSD: 0,9 (109 dtomos)

RMSD: 1,248 (109 dtomos) RMSD: 1,037 (130 dtomos)

Figura 4. Comparacion por superposicion de modelos tridimensionales de GdSir2.3
(GL50803_16569), realizados en diferentes servidores, con plantilla cristalizada de
SIRT5 (QINXASR). En cada superposicion se indica el nimero RMSD que es menor
de dos en todos los casos. A. Modelo por homologia. B. Modelo por #reading. C.
Modelo por ab initio.

La sirtuina GdSir2.3 es una deacetilasa dependiente de NAD
presente en ambos estadios de vida del pardsito

El producto de PCR correspondiente al candidato GL50803 16569
se insertd en el vector de expresion pET100/D-TOPO el cual otorga
una etiqueta de polihistidina en el extremo N - Terminal de la proteina
recombinante. La identidad del plasmido recombinante se verifico
mediante PCR y digestion enzimatica (Figura 5). Al realizar la induccion
de la expresion de la proteina recombinante con IPTG se observa
el aumento de una proteina de aproximadamente 46 kDa, la cual es
reconocida de manera especifica en extractos celulares totales, fraccion
soluble y fraccion insoluble mediante western blot con anticuerpos que
reconocen la etiqueta de polihistidina (Figura 6).

Al evaluar la actividad deacetilasa mediante el kit de deacetilacion
in vitro CycLex SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver. 2
de la proteina soluble purificada se observa emision de fluorescencia que
indica que 6xHis-GdSir2.3 presenta actividad deacetilasa dependiente de
NAD (Figura 7). Comparando la actividad deacetilasa de 6xHis-GdSir2.3
con la de SIRT1 humana se observan diferencias tanto en los niveles de
deacetilacion alcanzados, expresados en URF uy (Unidades Relativas de
Fluorescencia) (Figura 6A), como en el comportamiento de ambas enzimas
a través del tiempo (Figura 6B). Esto puede explicarse teniendo en cuenta
la actividad especifica de cada enzima y la afinidad por el sustrato, de tal
manera que para SIRT1 se vea favorecida la reaccién de deacetilacion de
manera mas eficiente que para el candidato. Cabe resaltar también que la
remocion del imidazol no fue completa y a pesar de que su concentracion
se haya reducido hasta aproximadamente 10 mM, existe la posibilidad de
que siga ejerciendo un efecto inhibitorio en GdSir2.3 Finalmente, se debe
tener en cuenta también que el kit de deacetilacion fue desarrollado bajo las
condiciones optimas de reaccion para la SIRT1 humana, y al ser G. duodenalis
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un organismo filogenéticamente lejano de los mamiferos, se espera que las
condiciones Optimas para la actividad de GdSir2.3 sean muy diferentes.
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Figura 5. Creacion del plasmido recombinante pET-100-GdSir2.3. A. Evaluacion de
plasmidorecombinante por PCR. TBE—Agarosa 1%. MW: marcador de peso molecular
1Kb. P: plasmido pET-100-GdSir2.3; B. Perfil de digestion esperado para el plasmido
recombinante. NebCutter V. 2.0; C. Perfil esperado para el plasmido vacio NebCutter V;
D. Digestion del plasmido con EcoRV, en orden: PD: plasmido recombinante digerido,
PSD: plasmido sin digerir, V: plasmido vacio digerido, VSD: plasmido vacio sin digerir
2.0. TBE — Agarosa 0,8%.

A, MW 1 2 3 4 B.mw 1 2 3 4 +

66 kDa 66 kDa |

45 kDa
45 kDa
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35KDa |

Figura 6. Purificacion de 6xHis - GdSir2.3 a partir de la fraccion soluble de £. coli
cepa Shuffle por cromatogratia de afinidad a niquel. A. SDS - PAGE, acrilamida 10%.
B. Western blot, membrana de nitrocelulosa. 1°: IgY - a - 6xHis - GdSir2.3 (1:1000),
2% - IgY - Fosfatasa alcalina (1:10000). MW: marcador de peso molecular, 1:
células totales sin inducir, 2: células totales inducidas, 3: fraccion soluble, 4: eluido,
+: Fraccion insoluble de £. co/i cepa Shuffle inducidas, -: BSA.

Por otra parte, se ha encontrado que algunas sirtuinas ya caracterizadas
en parasitos protozoarios presentan actividad deacetilasa y ADP —
ribosiltransferasa. Tal es el caso de la TbSir2rpl de 7 brucei que esta
implicada en la reparacion de dafios en el DNA mediante la ADP —
ribosilacion [28]. Para llevar a cabo su funcion, esta proteina presenta dos
rutas: la primera, que consiste en la interaccion de la 2 — O —acetil —- ADP —
ribosa, producida en la deacetilacion, y las histonas; y la otra, dependiente de
la interaccion entre el péptido acetilado y la ADP — ribosa, pero que atin no
ha sido completamente dilucidada [29]. Ademas, también se ha encontrado
que las sirtuinas presentan la capacidad de remover varios grupos acilo
de las lisinas gracias a variaciones estructurales presentes dentro y fuera
del dominio catalitico; y junto al contexto que acompaiia el aminoacido
modificado, la variabilidad de afinidad por diferentes sustratos permite
que las sirtuinas tengan diferentes funciones en un mismo organismo [30].
Teniendo en cuenta la posible actividad ADP — ribosiltransferasa y una
mayor afinidad por otros sustratos, junto con las condiciones Optimas de
reaccion, se podria explicar la baja actividad enzimatica presentada por
GdSir2.3 en el ensayo iz vitro.

En cuanto a la ubicacion subcelular, se encontrd, mediante western blot
sobre extractos celulares de parasitos (Figura 8) e inmunofluorescencia en
trofozoitos y quistes empleando los anticuerpos policlonales obtenidos
en modelo aviar (Figura 9), que GdSir2.3 esta presente en ambos estadios
del parasito.
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Al evaluar por western blot con el anticuerpo IgY - a - 6xHis-GdSir2.3
los extractos totales de trofozoitos asincronicos y de células tras 24 horas
de enquistacion, se reconoce claramente una proteina de aproximadamente
44kDa durante todo el proceso, y su nivel se mantiene constante; dicho
tamafio corresponde a lo esperado para la proteina endogena (43,9 kDa,
Figura 7A). Como control de enquistacion se detectaron las proteinas de la
pared del quiste (CWP, 26 kDa) y se obtuvo el reconocimiento mostrando
que aumenta a medida que pasan las horas de enquistacion, lo cual indica
que, efectivamente, el proceso de enquistacion fue exitoso (Figura 7B)

Analisis del transcriptoma a lo largo del ciclo de vida del parasito han
demostrado que el gen correspondiente al candidato GdSir2.3 aumenta
significativamente su expresion a las 24 horas de enquistacion, mientras
que las sirtuinas ya caracterizadas, GdSir2.1 y GdSir2.2, junto a los otros
candidatos, GdSir2.4 y GdSir2.5, disminuyen [31]. Lo anterior podria
indicar la relevancia de GdSir2.3 en el proceso de enquistacion. Por otra
parte, Carranza y colaboradores (2016) encontraron que debido a la falta
de mecanismos de regulacion tipicos, como factores de transcripcion
candnicos, para este organismo, la regulacion de la expresion génica a
nivel postranscripcional y traduccional, asi como los factores epigenéticos,
tendrian un papel muy importante durante el ciclo de vida, principalmente
en la enquistacion, como lo demuestra la disminucién de los niveles de
acetilacion de histonas observados durante este proceso. Adicionalmente,
en otros estudios se ha encontrado que al suplementar el medio de cultivo
con inhibidores de HDCAs se produce una hipoacetilacion de las histonas
y se detiene la enquistacion. El reconocimiento tanto en trofozoitos como
durante la enquistacion de GdSir2.3 y en extractos de quistes aporta
evidencia de la importancia de esta proteina para la progresion del ciclo de
vida del parasito [32].

Entre las sirtuinas citoplasmaticas se encuentra la SIRT2 de /. sapiens
para la cual se han descrito diferentes funciones como el mantenimiento de la
estabilidad gendmica durante la mitosis [33], el control de la diferenciacion
celular mediante la deacetilacion de factores de transcripcion y tubulina [34]
y la proteccion celular durante estrés oxidativo a partir de la regeneracion de
los niveles de NADPH mediante la via de las pentosas fosfato [35]. De otra
parte, en organismos evolutivamente mas cercanos a G. duodenalis, como
T’ cruzi, se ha observado que la sobreexpresion de TcSir2RP1, una sirtuina
citoplasmatica, induce la diferenciacion a tripamastigotes y aumenta la
eficiencia del proceso infectivo de este organismo sobre células mamiferas
[36]. Otro parasito protozoario que cuenta con una sirtuina citoplasmatica
caracterizada es Entamoeba histolytica (EhSir2a), y si bien su funcion
especifica no ha sido determinada, los ensayos de interaccion de proteinas
realizados por Dam y Lohia (2010) mostraron que esta sirtuina interactia,
entre otras proteinas, con la tubulina y ademas puede deacetilarla. Lo
anterior indicaria que EhSir2a constituye un mecanismo de regulacion
adicional de procesos como la segregacion de cromatina, la mitosis y la
division celular [37].

Para G. duodenalis ya se ha identificado una sirtuina citoplasmatica
(GdSir2.1) que podria estar interactuando con estructuras ricas en tubulina
como el cuerpo medio del parasito, y por lo tanto tendrian un papel importante
en la organizacion estructural del trofozoito [15]. Si bien GdSir2.3 también
es citoplasmatica, no habria una redundancia de funciones, ya que esta tiene
una distribucion diferente en el trofozoito y ademas los niveles de expresion
sugieren que, en esa etapa del ciclo de vida, GdSir2.1 seria la sirtuina activa.

En cuanto a la ubicacion subcelular de GdSir2.3 en el quiste, también
se encontrd una localizacion citoplasmatica; adicionalmente, se observa un
fuerte reconocimiento sobre granulos en la pared del quiste que podrian
corresponder al cuerpo multivesicular del parasito (MVB). A lo largo del
ciclo de vida de G. duodenalis existen estructuras vesiculares que este
utiliza para procesos que van desde la endocitosis en trofozoitos hasta la
regulacion de la infeccidn y la sincronizacion de la enquistacion en estadios
mas avanzados de la enfermedad [38].

Es probable que GdSir2.3 se encuentre en estas vesiculas, teniendo en
cuenta lo encontrado por Ma’ayeh y colaboradores (2017) en sus analisis
de las proteinas presentes en el secretoma de Giardia durante la interaccion
con las células del hospedero [39]. Las proteinas predominantes en dicho

analisis corresponden a diferentes funciones metabdlicas de carbohidratos,
lipidos y salvamento de nucleotidos; esta ultima es una evidencia de la
competencia por nutrientes entre las células del hospedero y el parasito.

Asi mismo, las vesiculas presentaron también proteinas, tanto ya
caracterizadas como hipotéticas, con alto potencial antioxidante y cuya
funcion estd asociada a combatir las ROS producidas por el hospedero
como respuesta a la infeccion [39]. Es importante resaltar que, ademas de
regular el silenciamiento génico junto a las otras deacetilasas, las sirtuinas
también constituyen un mecanismo de respuesta durante el estrés oxidativo
[40] y, por lo tanto, la localizacion de GdSir2.3 en las vesiculas secretadas
indicaria una funcion adicional a la regulacion del cambio de forma celular,
que en este caso seria la defensa del parasito durante la infeccion.
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Figura 7. A. Evaluacion de la actividad deacetilasa dependiente de NAD de 6xHis —
GdSir2.3. A. Actividad deacetilasa en funcion del tiempo. 1. 6xHis — GdSir2.3 (300
ng) en buffer de deacetilacion. 2. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en buffer de elucion. 3.
SIRT1 de H. sapiens (250 ng). 4. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en ausencia de NAD
(8mM). 5. Reaccion de deacetilacion sin 6xHis — GdSir2.3 en presencia de buffer
de deacetilacion. 6. Reaccion de deacetilacion sin 6xHis — GdSir2.3. B. Actividad
deacetilasa medida en URF (unidades relativas de fluorescencia).

Horas enquistacion
0 6 12 24 0 6 12 24 0 6 12 24

l .2‘.

Figura 8. A. Extractos totales de parasitos de Giardia (1x10° parasitos) durante las
24 horas de la enquistacion, tincion con coomassie. B. Deteccion de GdSir2.3 (43,9
kDa,) por western-blot en extractos totales de los parasitos enquistantes mostrados
en la figura A. 1°: IgY-a-6xHis-GdSir2.3 (1:500), 2°: a - IgY peroxidasa (1:10000).
C.Western blot de la proteina control de la enquistacion CWP1 (26 kDa):2. 1°: a. - CWP
(1:500). 2°: a - IgG peroxidasa (1:10000). Revelado sistema quimioluminiscente.
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Anti sir 2.3 anti tubulina DAPI MERGE
Anti sir 2.3 anti CWP1 DAPI MERGE

Figura 9. Identificacion de GdSir2.3 enddgena mediante inmunofluorescencia.
A. Inmunofluorescencia sobre trofozoitos. En verde se presenta la localizacion de
Gdsir2.3, en rojo la seal de tubulina, como control; en azul los niicleos y el merge de
las tres imagenes. B. Inmunofluorescencia sobre quistes. En verde GdSir 2.3, en rojo
anti CWP1, marcadora de la pared del quiste, en azul los nucleos y el merge de las tres
imagenes. El anticuerpo IgY-a-6xHisGdSir2.3 permitio identificar a GdSir2.3 como
una proteina citoplasmatica en ambos estadios del ciclo de vida del parasito. Cabe
mencionar que la proteina presenta una distribucioén vesicular y una concentracion
cerca de la pared del quiste.

Conclusiones

Se identifico, empleando herramientas computacionales y experimentales,
al candidato GdSir2.3 de G. duodenalis como una deacetilasa dependiente
de NAD que cuenta con caracteristicas estructurales tipicas de la familia
sirtuina y presenta una localizacion subcelular citoplasmatica en trofozoitos
y quistes del parasito.
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