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1. RESUMEN

Giardia duodenalis es un protozoario unicelular flagelado, binucleado, que infecta
el intestino delgado de humanos y otro mamiferos, es el causante de la infeccion
denominada giardiasis y afecta a un gran niumero de individuos a nivel mundial.
Actualmente, existen evidencias que sugieren que Giardia lleva a cabo mecanis-
mos de recombinacién y reparacion del DNA. Estos incluyen la identificacion de
genes que participan en procesos meiéticos y en procesos de reparacion por re-
combinacion homologa. Dentro de las proteinas que participan en el mecanismo
de reparacion del DNA se encuentra la proteina ATM. Esta es un regulador princi-
pal de éste mecanismo ya que esta proteina tiene como uno de sus blancos la
fosforilacion de la histona H2AX. Dada la importancia de esta proteina en este
mecanismo de reparacion el objetivo de este trabajo fue determinar si la proteina
putativa ATM en Giardia tenia actividad de cinasa y si era sensible al inhibidor 2-
morfolin-4-il-6-tiantren-1-il-piran-4-ona (Ku55933) especifico para ATM empleando
rapamicina como un inhibidor control y como sustrato al péptido sintético PHAS-I.
Esto se analiz6 en trofozoitos transgénicos GAATM-3HA. Los resultados del ensa-
yo de fosforilacion in vitro demostraron que GdATM-3HA tiene capacidad de fosfo-
rilar sustratos como PHAS-1. Esta actividad fue dependiente de Mn?* como se ha
sido reportado en otros organismos y el uso de inhibidores especificos de ATM y
TOR indicaron que la actividad de cinasa de GAATM-3HA no fue inhibida con las
concentraciones que se emplearon de estos inhibidores. Los resultados obtenidos

no permiten definir si la GAATM que tiene actividad de cinasa es ATM o TOR.



2.- ABSTRACT

Giardia duodenalis is a unicellular protozoan flagellate, binucleated, which infects
the small intestine of humans and other mammals, is the cause of the infection
called giardiasis and affects a large number of individuals worldwide. Currently
there is evidence to suggest that Giardia performs recombination and DNA repair
mechanisms. This evidence includes the identification of genes involved in meiotic
processes and repair processes by homologous recombination. Among the pro-
teins involved in the mechanism of DNA repair is the ATM protein. This is a major
regulator of this mechanism being one of its targets the phosphorylation of histone
H2AX. Given the importance in the repair mechanism the goal of this study was to
determine whether the putative protein ATM in Giardia has kinase activity and
whether if it was sensitive to inhibitor 2-morpholine-4-yl-6-thianthren-1-yl pyran-4-
one (Ku55933) specific for ATM, using rapamycin as a control inhibitor and as a
substrate the synthetic peptide PHAS-1. This was analyzed in transgenic trophozo-
ites GAATM-3HA. The results of in vitro phosphorylation assay showed that
GdATM-3HA has ability to phosphorylate substrates as PHAS-1. This activity was
dependent of Mn?** as has been reported in other organisms. The use of specific
inhibitors of ATM and TOR indicated that the activity kinase of GAATM-3HA was
not inhibited with the concentrations that were used. The results obtained do not
allow to define whether the GAATM kinase is a ATM or TOR protein.



3. INTRODUCCION
3.1 Giardia duodenalis

Este microorganismo fue identificado por el holandés Antony van Leeuwenhoek a
finales del siglo XVII, en 1681 y en 1859 fue descrito con mayor detalle por W.
Lambl (Adam, 2001).

El género Giardia se incluye en el phylum Sarcomastigophora, subphylum Mas-
tigophora, clase Zoomastigophorea, orden Diplomonadida, familia Hexamitidae, y
pertenece al grupo de flagelados binucleados, encontrados en ambiente anaeroébi-
co o microaerofilico y se clasifica en el subgrupo Excavata (Levine et al., 1980). El
pardsito protozoario Giardia duodenalis (sindbnimos = Giardia lamblia, Giardia in-
testinalis) es un microorganismo eucarionte unicelular flagelado, el cual es el
agente etiologico de la infeccidn entérica conocida como giardiasis. Esta se carac-
teriza por dolor epigastrico, diarrea liquida, nauseas, vomito, fatiga, flatulencia,
pérdida de peso y afecta a diversos vertebrados entre ellos al humano (Ankarklev,
Jerlstrom-Hultqvist, Ringgvist, Troell, & Svard, 2010). La giardiasis es una parasi-
tosis de gran importancia epidemiolégica y endémica a nivel mundial debido a su
alta prevalencia y patogenicidad. Anualmente se presentan 280 millones de casos
a nivel mundial (Lane & Lloyd, 2002). Este parasito sobrevive por periodos prolon-
gados en su forma de quiste en el medio ambiente y se ha reportado que la dosis
infectiva es 10 quistes (Ankarklev et al., 2010). La principal via de transmision es
fecal-oral, al ingerir agua y alimentos contaminados (Morrison et al., 2007). Entre
las caracteristicas Unicas de este protista se incluyen la presencia de dos nucleos
con caracteristicas similares, los cuales son activos transcripcionalmente. Asi

mismo este parasito no posee mitocondrias ni peroxisomas (Morrison et al., 2007).
3.2 Genoma de Giardia duodenalis.

El genoma de Giardia codifica una simple forma de una gran cantidad de procesos
celulares, es una especie compleja formada de aislados morfolégicamente indis-

tinguible, genética y fenotipicamente distinto.



Los aislados de Giardia se clasifican en 8 ensamblajes (A-H), basados en la ca-
racterizacién de enzimas como [ giardina (bg), triosa fosfato isomerasa (tpi), re-
giones espaciadoras intergenomicas del rRNA y la proteina glutamato deshidroge-
nasa (gdh) (Lasek-Nesselquist, Welch, & Sogin, 2010). Los ensamblajes Ay B (su
identidad de aminoéacidos es del 78% en regiones codificantes inferidas de la tra-
duccién in silico de sus genomas) infectan a la mayoria de los vertebrados y son
los Unicos dos ensamblajes que estan asociados con infecciones en humanos.
Los ensamblajes C y D han sido identificados en perros, coyotes y lobos. Se ha
reportado que el ensamblaje E esta presente en cerdos, ovejas, cabras, ganado
vacuno y bufalos; el ensamblaje F y G en gatos y ratas respectivamente, el en-
samblaje H hasta ahora se ha identificado en vertebrados marinos que incluyen
dos diferentes especies de focas (Halichoerus grypus y Larus argentatus) (Lasek-

Nesselquist et al., 2010).

Giardia es el organismo mas divergente de los eucariotas y muestra una gran va-
riedad de caracteristicas procarioticas por ejemplo: las enzimas metabdlicas son
de tipo bacterianas, carece de mitocondrias, peroxisomas, carece de cap en la
mayoria de mMRNAs esto debido principalmente a que el genoma de éste parasito
ha derivado de la transferencia lateral de genes bacterianos y donadores tipo ar-
queobacterias. EI Genoma de Giardia (WB clona 6) mide aproximadamente 11.7
Mb, esta dividido en cinco cromosomas con un tamafo que varia en un rango de
1- 3.8 Mb. Asi mismo, se han identificado 6,470 marcos abiertos de lectura (ORFs)
en este microorganismo, con una distancia intergenica de 372 pares de bases
(pb). EI genoma de Giardia contiene pocos genes con intrones (Ankarklev et al.,
2010).(Yee et al., 2007). Debido a su caracteristica minimalista codifica para pro-
teinas basicas de una gran cantidad de procesos celulares, como la replicacion
del DNA, transcripcion y procesamiento de RNA en comparacion con otros proto-

zoarios.



Durante el inicio de la replicacion complejos multiproteicos se ensamblan en el
origen de replicacion en S. cerevisiae durante el ciclo celular. Giardia posee dos
proteinas que reconocen el origen de replicacion (Orc4 y Orc1/Cdc6) y la ausencia
de proteinas de iniciacion (CdtlDpbll, Cdc45, MCM10) como en las Archaeas
(Poxleitner et al., 2008). (Figura 1).

Adicionalmente la transcripcion en S. cerevisiae inicia por la formacion del comple-
jo de pre-inicio que consiste de RNAPII (12 subunidades) y factores generales de
la transcripcion formado por las siguientes subunidades: TFIIA (2), TFIIB (1),
TFIID, TFIF (3), TFIIE (2) y TFIIH, factores que reconocen elementos en el sito
promotor, incluyendo la caja TATA, los elementos iniciadores (INR) y los elemen-
tos promotores rio abajo. Los sitios promotores de Giardia estan formados por un
elemento iniciador rico en AT y carece de la mayoria de los factores generales de
la transcripcion en comparacion con otros eucariontes. En cuanto a la maquinaria
del procesamiento del RNA, ésta es menos compleja que en otros eucariotas y la
sefal de poliadenilacién (AGUAAA) se parece a la de otros eucariotas (AAUAAA).
Carece de la mayoria de genes que codifican para glicosiltransferasas (Sun,
Treco, & Szostak, 1991).

Estas sencillas caracteristicas lo convierten en el organismo eucariota mas diver-
gente estudiado hasta la actualidad, y es empleado como organismo modelo de
estudio de los procesos moleculares basicos que regulan el funcionamiento de las
células eucariotas, entre ellos el mecanismo de reparacion del DNA (Morrison et
al., 2007).
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Figura 1.- Comparacién de complejos multiproteicos requeridos para realizar procesos co-
mo el inicio de replicacién del DNA, inicio de la transcripcidon y procesamiento de RNA entre
Giardiay Levadura (Saccharomyces cerevisiae). Giardia carece de proteinas que reconocen el
inicio de replicacion que cominmente otros organismos requieren para llevar a cabo el proceso de
reparacion. Con respecto a la maquinaria de la transcripcién y procesamiento de RNA, Giardia es

menos compleja que otros eucariotas. Tomada y modificada de (Morrison et al., 2007).
3.3 Ciclo De Vida.

El ciclo de vida de Giardia duodenalis comprende dos estadios: trofozoito y quiste.
El trofozoito es la entidad vegetativa que causa los sintomas clasicos de la giar-
diasis, este organismo es binucleado y coloniza al epitelio intestinal del huésped
una vez que se desenquista y se divide por fision binaria. El trofozoito tiene una
longitud de 12 a 15 um de diametro, 5 a 9 um de ancho, posee ocho flagelos or-
ganizados en pares denominados flagelos anteriores, ventrales, posteriores y cau-
dales. El cuerpo basal es el lugar donde se originan los flagelos. El cuerpo medio

es una estructura esencialmente formada por microtubulos.



Su morfologia ha sido usada a lo largo del tiempo como una herramienta taxono-
mica para distinguir especies de Giardia. Otras proteinas como cinesinas que es-
tan involucradas en la organizacién de microtibulos se encuentran localizadas en
el cuerpo medio. Se ha propuesto que esta estructura representa un sitio para la
nucleacion de microtibulos y durante la interface sirve como reserva de microtu-
bulos que pueden ser usados para el ensamble del huso extranuclear (Dawson et
al., 2007). El disco adhesivo es una estructura compuesta por microtubulos y po-
see proteinas especificas de Giardia, éste juega un papel preponderante en la ad-

hesion del parasito al epitelio intestinal del hospedero(Ankarklev et al., 2010).

El quiste es la entidad infectiva y puede sobrevivir durante semanas o meses en el
medio ambiente (Caccio & Sprong, 2010) En el quiste la pared mide entre 0.3-
0.5um de grosor y esta revestida por una membrana interna doble. La parte exte-
rior filamentosa de la pared del quiste esta formada de 60% de carbohidratos, en
su mayoria B (1-3)- N- acetil-D-galactosamina y tres diferentes proteinas en la pa-
red del quiste (CWP1, CWP2 Y CWP3). El disco adhesivo y los flagelos se desen-
samblan durante el proceso de enquistamiento. El quiste maduro posee cuatro

ndcleos tetraploides (Ankarklev et al., 2010).
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completando asi el ciclo de vida (Meloni, Lymbery, & Thompson, 1989).
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tratamiento mas comun son con diferentes farmacos, por ejemplo: bencimidazoles, nitroimidazoles,
nitrotiazoles, aminoglucosidos, etc. La Infeccion crénica generalmente es asintomatica. Tomada y
modificada de (Ankarklev et al., 2010).

El diagnoéstico de giardiasis se realiza mediante la identificacion de quistes o trofo-
zoitos en heces o detectando los trofozoitos directamente en el duodeno en mues-
tras examinadas microscépicamente. Preparaciones en fresco sin tefiir son aque-
llas donde las células son resuspendidas en solucion salina o acetato de formali-
na. Preparaciones en fresco tefiidas con yodo son aquellas utilizadas para la iden-
tificacion de quistes principalmente, ya que estos colorantes usados mejoran la

resolucién de las estructuras internas facilitando asi su identificacion ya que ésta



depende de su morfologia y morfometria de estos organismos suspendidos(Mank,
Zaat, Blotkamp, & Polderman, 1995).

Se han ido implementando herramientas moleculares para el diagndéstico de la
giardiasis, dado que Giardia es el eucariota més divergente estudiado hasta la ac-
tualidad se dificulta el entendimiento de su biologia. Este parasito es empleado
como organismo modelo para entender las vias clave que caracterizan a la células
de organismos eucariotas, entre ellos el mecanismo de reparacion del DNA
(Morrison et al., 2007; Verweij et al., 2003).

3.4 Sistemas de Reparacion del DNA.

El dafio o ruptura del DNA de doble cadena puede ser producido de manera exoé-
gena o enddgena. En el primer caso éste ocurre por radiacion ultravioleta (UV),
radiacion ionizante (IR), metales pesados, contaminantes presentes en el aire y
diversos agentes quimicos utilizados como terapéuticos anticancerigenos. En el
segundo éste se da por hidrdlisis, oxidacion, alquilacion, desapareamiento de ba-
ses, errores de replicacion, cambios quimicos espontaneos en el DNA, agentes
gue dafian al DNA como especies reactivas de oxigeno (ROS) como radicales
oxidrilo, peroxido de hidrogeno y oOxido nitrico (Pardo, Gomez-Gonzalez, &
Aguilera, 2009). Cuando el dafio persiste se puede promover inestabilidad en el
genoma, mutagénesis como sustitucion de bases y pequefias deleciones o inser-
ciones, las cuales pueden ser responsables de algunas enfermedades en huma-
nos como el cancer, anormalidades neuroldgicas, inmunodeficiencia y envejeci-
miento prematuro. Con la finalidad de evitar esto los organismos eucariontes lle-
van a cabo multiples mecanismos de reparacion del DNA. Se ha estimado que en
el genoma de mamiferos ocurren 10° lesiones al DNA cada dia como resultado de
errores de replicacién y metabolismo celular. Entre las lesiones generadas, pode-
MOosS encontrar: sitios basicos, entrecruzamientos y formacion de aductos proteina-
DNA, bases oxidadas y/o ruptura de DNA de cadena sencilla. Si una ruptura no
se repara antes de la replicacién del DNA, puede dar lugar a perdida de informa-
cion genética, muerte celular y carcinogénesis. Las rupturas de doble cadena son

benéficas cuando se producen de una manera controlada, es decir cuando se re-



quiere que se lleven a rearreglos cromosomicos, como en el desarrollo del sistema
inmunolégico y generacion de diversidad genética en la meiosis(Kobayashi et al.,
2012).

Las rupturas del DNA de doble cadena (DSB), surgen en procesos de recombina-
cion meiotica, transposicion de elementos mdaviles, mitosis, replicacion, transfor-
macion, transduccion y recombinacion en el sistema inmune, asi como por la ac-
cién de enzimas de restriccion (Unal et al., 2004). Como respuesta a estas altera-
ciones la célula activa diferentes mecanismos de reparacion y en particular la evo-
lucion de estos sistemas de reparacion en los eucariontes ha permitido el desa-
rrollo de sistemas que censan los dafios generados a lo largo del ciclo celular, y
reparan estos mediante arresto del ciclo celular; reparacion Homologa (HR) o me-
canismo de union de extremos no homoélogos (NHEJ) (Foster, 2009). Lesiones al
DNA de cadena sencilla son reparadas por la via de reparacién por escision de
bases (BER) y por la via de reparacion por escision de nucleétidos (NER)
(Lombard et al., 2005).

3.4.1 Reparacion por escision de nucleétidos denominada NER

La via de reparacion del DNA por escision de nucleotidos resuelve numerosas le-
siones al DNA, particularmente modificacion de bases que alteran la estructura
normal de la hélice del DNA de doble cadena. En esta participan por ejemplo: di-
meros de ciclobutano pirimidina y fosfo-productos de pirimidina (6-4) denominados
pirimidonas generadas por radiacion ultravioleta; aductos de bases creados por
agentes quimicos exdgenos como cisplatino y benzopireno; lesiones de bases
producidas por reacciones de peroxidacion lipidica y especies reactivas de oxi-
geno (ROS) que inducen modificaciones de bases como ciclopurinas. Estas alte-
raciones tipicamente impiden la progresion de la replicacién o transcripcion, resul-
tando en el colapso de la horquilla de replicacion. En éste mecanismo de repara-
cion se remueve una secuencia de 30 pb que incluye la(s) base(s) dafada(s) y
después se sintetiza un nuevo fragmento que reemplaza a la secuencia eliminada
(lyama & Wilson, 2013).



3.4.2 Reparacion por escision de bases denominada BER

En este tipo de reparacion se remueve directamente la base dafiada y ésta es
remplazada por la base correcta en el DNA. Este tipo de modificaciones corres-
ponde a procesos de oxidacion, deaminacion o alquilacion en las bases (lyama &
Wilson, 2013).

3.4.3 Reparacion de bases mal apareadas denominada MMR

Esta via de reparacion se ha conservado en bacterias y mamiferos, este sistema
reconoce y repara dafios entre base-base, inserciones y deleciones de estructuras
secundarias, que se generan principalmente como errores de la replicacion del
DNA. En este mecanismo de reparacion que involucra la participacion de varios
factores, se encuentran involucrados principalmente dos componentes proteicos:
MutS Y MutL. En eucariontes existen dos equivalentes funcionales como en E.
coli, MutSa, MutSg (proteinas MSH) (lyama & Wilson, 2013).

3.4.4 Via de Reparacion de extremos no homélogos NHEJ.

La via de reparacion de extremos no homoélogos (NHEJ), no requiere de un tem-
plado por lo que es propensa a error y puede involucrar la pérdida o ganancia de
nucleodtidos, asi la integridad de la informacion no se asegura. Este mecanismo
que aungue esté activo en todas las fases del ciclo celular es preferentemente uti-
lizada en la fase G1 y requiere de un complejo de proteinas para llevar a cabo su
mecanismo de reparacion: complejo MRN, formado por las proteinas Mrell,
Rad51 y NBS1, las subunidades de la proteina Ku (Ku 70 y Ku 80), los cuales se
unen a los extremos del DNA, asi como DNA-PKcs, XRCC4 y un complejo DNA
ligasa. (Goodarzi & Jeggo, 2013)

El complejo MRN es la Unica proteina comudn en las dos vias de reparacion NHEJ
y HR. Rad 50 es una de las proteinas SMC que participan en el ensamblaje es-
tructural de los cromosomas, tiene una alta afinidad al DNA, lo que explica su fun-
cion de mantener a los extremos del DNA unidos para asi poder permitir su repa-
racion (Hopfner et al., 2002). La participacion de la exonucleasa Mrell, la cual
estd encargada de realizar la reseccion en direccion 5'-3'en los extremos del DNA.
La proteina Xrs2 (levaduras)/ Nbsl(mamiferos) también es parte de este complejo
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y ademas de interactuar con mrell, también es responsable de interactuar con la
proteina ATM, la cual se encarga de fosforilar a la histona H2Ax y asi iniciar y am-
plificar las cascadas sefializacién para que se dé la reparacién (Moreau, Ferguson,
& Symington, 1999).

Otra de la proteinas esenciales en éste proceso es la proteina heterodimérica Ku
(Ku 70 y Ku 80) la cual se une a los extremos rotos del DNA, produciendo el reclu-
tamiento de la proteinas pertenecientes a la familia de cinasas PI3K como DNA-
PKcs. Es requerido que las terminaciones del DNA roto sean procesadas por la
proteina nucleasa Artemis, ésta en ocasiones requiere eliminar estructuras secun-
darias formadas durante la reparacion. Seguido de éste procesamiento las DNA
polimerasas como la polimerasa | corrigen errores faltantes como la presencia de
gaps y es entonces cuando el DNA es unido por el complejo proteico DNA ligasa
IVIXRCC4/XLF(Ahnesorg, Smith, & Jackson, 2006; Frank-Vaillant & Marcand,
2001; lyama & Wilson, 2013).

3.4.5 Via de Reparacién por Recombinacion Homologa

La reparacion de dafio al DNA por recombinacién homéloga corresponde a un in-
tercambio o transferencia de secuencias idénticas entre la molécula de DNA que
presenta la ruptura de doble cadena y la otra molécula intacta que sirve de tem-
plado o molde. Asi la recombinacion homéloga es un mecanismo fiel y es prefe-
rentemente activo en la fase G2 y S del ciclo celular asegurando la estabilidad del
genoma. Este mecanismo involucra genes que codifican proteinas pertenecientes
al grupo de epistasis de RAD 52 e incluyen RADS50, RAD51, RAD52, RAD54,
RAD55, RAD57, RAD59, MRE11, NBS1/XRS2, RAD59 y RDH54/TIDI (Krogh &
Symington, 2004), asi como DNA nucleasas (Exol, Sae2, Rad1-Rad10), helicasas
(Sgsl, Srs2), topoisomerasas ( Top3), polimerasas (Pol32) y ligasas, las cuales
son necesarias para unir la region recién sintetizada con la region que no fue mo-

dificada durante la HR.

El primer paso esencial de la recombinacién homoéloga es el procesamiento de los
extremos de doble hebra en donde se generd la ruptura por un complejo especiali-

zado de proteinas que representan la maquinaria de reseccidon como el complejo
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MRN (mrell,nbsl, rad50), ctlp,Exol, DNA2 y proteinas helicasas (BLM) que ge-
neran un largo extremo de cadena sencilla 3'(ssDNA). La proteina de replicacion
RPA en humanos, rapidamente cubre este fragmento de DNA para evitar su de-

gradacion o formacion de estructuras secundarias.

El segundo paso es el apareamiento homologo y el intercambio de cadenas. El
apareamiento de la cadena sencilla 3’ con su duplex homologo se refiere al inter-
cambio de cadenas realizado por la recombinasa RAD51 en eucariotas, RecA en
Escherichia coli , asistida por los mediadores de la recombinasa (en humanos: la
proteina supresora de tumor BRCA2 y paralogos de RAD51 incluyendo RAD51B,
RAD51C, RAD51D, XRCC2 Y XRCC3), desplazan a RPA y forman filamentos nu-
cleoproteicos que favorecen la formacion de estructuras holliday facilitando el in-
tercambio de cadenas con el segmento homologo molde o templado(Pardo et al.,
2009) y para posteriormente llevarse a cabo la resolucion por medio de las resol-

vasas como GENL1 y el complejo SLX1. (Svendsen & Harper, 2010).

Para reparar efectivamente las rupturas de doble cadena, estas necesitan ser re-
conocidas y activar una via de sefalizacion que permita que se recluten las pro-
teinas de reparacion mientras simultaneamente el ciclo celular se encuentra arres-
tado. La proteina Ataxia telangiectasia mutada (ATM) es la proteina reguladora,
responsable de amplificar la sefial en las dos vias de reparacion (HR y NHEJ) y de
fosforilar proteinas en los puntos de control del ciclo celular o inducir apoptosis si
la reparacién no se lleva a cabo (Prendergast, Cruet-Hennequart, Shaw, Barry, &
Carty, 2011)
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Figura 4. Modelo de sefializacion al producirse dafio de doble cadena (DSB) y meca-
nismo de reparacion por recombinacién homoéloga. Tomada y modificada de (Lombard et
al., 2005).

4.0 ATM (Ataxia Telalangiectasia mutada)

ATM (Ataxia Telangiectasia mutada) es una proteina con actividad serina-treonina
cinasa indispensable para mantener la estabilidad gendmica en respuesta a la rup-
tura al DNA de doble cadena (Bakkenist & Kastan, 2003). EI gen ATM genera un
transcrito de aproximadamente 13 kb, el cual codifica una proteina de 3,056 ami-
noacidos, con un peso molecular de 350 kDa y cuya localizacién es preferente-

mente nuclear. Las proteinas de esta familia contienen un dominio tipico de las
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cinasas de lipidos, fosfatidilinositol 3 - cinasas (PI3K), por lo que se denominan
proteinas cinasas PI3K (PIKKs) (Uziel et al., 1996). Esta familia estd conformada
por seis proteinas cinasas: ATM, DNA-PKcs es una proteina que posee una
subunidad catalitica dependiente de DNA involucrada con el mantenimiento de la
estabilidad del genoma al participar en la reparacion del DNA por la via de NHEJ,
ATR (Ataxia- relativa Rad3). Esta proteina se activa cuando se genera dafio al
DNA de cadena sencilla. , mTOR es una proteina cuya funcion principal es regular
el crecimiento celular en respuesta a una gran variedad de factores ambientales
incluyendo nivel de nutrientes, factores de crecimiento, energia, hipoxia y estrés
osmatico. Esta proteina forma parte de dos complejos proteicos con distintas fun-
ciones y sustrato(s) blanco: el complejo mTOR 1 (mTORC1) y el complejo mTOR
2 (MTORC2). Ambos complejos tienen en comun la subunidad Mist8, pero difieren
en los otros integrantes del complejo (Zoncu, Efeyan, & Sabatini, 2011). mTORCL1
regula el crecimiento celular promoviendo la traduccion, biogénesis de ribosomas
y autofagia. La activacion de esta proteina requiere nutrientes y aminoacidos para
reclutarse en lisosomas y endosomas. Los sustratos de mTORC1 incluyen la pro-
teina 4EBP1 y cinasas ribosomales S6K, que controlan el inicio de la traduccion y
elongacion respectivamente (Fonseca, Lee, & Proud, 2008). mTORC2 responde
principalmente a factores de crecimiento promoviendo la entrada al ciclo celular y
polarizacion de la actina en el citoesqueleto. Los sustratos de mTORC2 incluyen
proteinas cinasas AKT, SGK y PKC (Fonseca et al.,, 2008). mTOR conserva el
dominio FRB en todos los mamiferos en donde se ha caracterizado esta proteina
(FKBP12- Union a rapamicina) (Perry & Kleckner, 2003). La proteina ATX/hSMG-1
(Supresor de morfogénesis en el genitales) es un componente regulador del de-
caimiento del RNA mensajero mediado por mutaciones nonsense y TRRAP (Pro-
teina asociada a dominios de transcripcion/transformacion). Esta funciona como
parte un complejo multiproteico co-activador que posee actividad acetiltransferasa
de histonas como regulador de trascripcion de genes, pero no presenta actividad
cinasa debido a que carece del residuo esencial de unién a la molécula de ATP
(Goodarzi & Lees-Miller, 2004).(Templeton & Moorhead, 2005). Estas proteinas

tienen una gran homologia particularmente en los dominios caracteristicos de esta
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familia PI3K. La estructura general de los dominios de la familia PIKKs esta defi-
nida por el dominio catalitico carboxilo terminal incluido en el dominio FAT que
también se conoce como FATC (FRAPP, ATM y TRRAP), y es llamado asi debido
a los aminoacidos conservados entre los miembros de la familia PIKK (FRAP, ATR
y TRRAP). Una de las funciones de este dominio es interaccionar con el dominio
cinasa para estabilizar la region carboxilo terminal de la proteina y el dominio fos-
fatidil-inositol 3,4- cinasa (PI13K) (Figura 6). Los tres dominios en su conjunto con-
forman del 5 al 10 % del tamafio total de la proteina. Mediante analisis bioinforma-
tico se encontré que la secuencia restante conformada por dominio N- terminal,
esta compuesta exclusivamente por los repetidos HEAT (Huntingtina, Factor de
Elongacién 3, subunidad A de la proteina fosfatasa 2A, TOR1). Cada repetido esta
compuesto por dos hélices anti- paralelas unidas por una estructura secundaria en
forma de bucle flexible. Las regiones amino terminal de las proteinas PIKKs, por lo
tanto estan formadas por multiples repetidos formando una matriz y se piensa que
su superficie facilita la interaccion proteina-proteina (Gamper et al., 2012).

ATM  CINASA (HUMANO)

S1981 S2996
5367 51893 |

ll

FAT Kinase FATC
FAT 1960-2566

CINASA 2712-2962 R
FATC 2963-3056

FIGURA 5. Esquema de la proteina ATM y organizacion de sus dominios. Principales sitios de
autofosforilacion (S367,51893, S1981, S2996), sitio de acetilacion (K3016) realizado por la histona
acetil transferasa TIP60. En el esquema se indica la region de aminoacidos que comprenden los
dominios que conforman la estructura de la proteina ATM de mamiferos (Stracker, Roig, Knobel, &
Marjanovic, 2013),
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FIGURA 6. Diagrama de dominios conservados en la familia de las PIKKs. Los miembros de
esta familia son ATM, DNA-PKc, ATR que participan en mecanismos de reparaciéon cuando se
genera dafio al DNA, mTOR es una proteina reguladora del crecimiento celular, biogenesis de
ribosomas y activa la maquinaria traduccional bajo diferentes estimulos, SMG1 es una proteina
reguladora de mRNAs y TRRAP es una proteina que forma parte del complejo coactivador que
posee actividad acetil transferas de histonas regulador de la transcripcion de genes. Tomado y
modificada de (Paull, 2015).

El gen que codifica para la proteina ATM en humanos se encuentra en el cromo-
soma 11g22-23 (Gatti et al., 1988). EI ORF de ATM esta conformado por 9,168
nucleodtidos y 3,056 aminoacidos dando lugar a una proteina entre 250 y 460 kDa,
la cual participa en la regulacién del ciclo celular, reconocimiento y reparacion del
dafio al DNA. La enfermedad de ataxia telangiectasia es causada por la presencia
de mutaciones en el gen ATM. La severidad fenotipica de la enfermedad depende
de la presencia de la proteina y su actividad cinasa residual (Jacquemin et al.,
2012). En mamiferos la pérdida o inactivacion del gen ATM genera un desorden
autosémico recesivo neurodegenerativo caracterizado por: movimientos no coor-
dinados asociados frecuentemente con telangiectasia (vasos sanguineo dilata-
dos), progresiva degeneracion cerebelar, predisposicion a cancer, inmunodeficien-
cia, extrema radiosensibilidad, esterilidad, inestabilidad cromosdmica, atrofia go-

nadal, retardamiento del crecimiento, envejecimiento prematuro, resistencia a la
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insulina, manifestaciones de disfuncién mitocondrial, inadecuada respuesta a es-
trés oxidativo, y la principal caracteristica es neurodegeneracion. Cuando existe
una respuesta defectuosa para reparar el dafio al DNA de cadena sencilla, fenoti-
picamente se generan sindromes caracterizados por neurodegeneracion como es
el caso de la ataxia espino-cerebelar con neuropatia axonal (Caldecott, 2004). La
pérdida de ATM ilustra la importancia de que no ocurra la reparacion del dafio al
DNA de doble cadena para evitar enfermedades. Sin embargo el estudio de esta
via ha dado a conocer otros dos sindromes generados con fenotipo similar al de
Ataxia Telangiectasia, que estan asociados con mutaciones de los componentes
del complejo MRN. Estos son el sindrome de Nijmegen (NBS) que resulta de la
mutacion de NBSI y el sindrome A-TLD resultante de la mutacion de Mrell. Asi se

inicié el estudio de estos mecanismos de reparacion en mamiferos.

4.1 Funcién de ATM en mecanismos de reparacion del DNA.

Uno de los aspectos mas importantes sobre el mecanismo de activacion de ATM
en respuesta al dafio al DNA es que esta proteina es predominantemente nuclear,
su actividad cinasa se ha determinado realizando Inmunoprecipitacion y ensayos

cinasa.

ATM es considerada como el regulador mas importante en respuesta a la ruptura
del DNA de doble cadena. Esta proteina es activada por la autofosforilacién en el
residuo de serina 1981, que permite la disociacion de ATM multimérica inactiva a
monomerica activa, en un proceso promovido por el complejo MRN (Mrell- Rad
50-Nbslen humanos o xrs2 en levaduras ), Este dltimo recluta a ATM hacia los
sitios en donde se generd dafio al DNA, por medio de su interaccién con el domi-
nio c- terminal de la proteina NBS1 (Stracker et al., 2013). Recientemente se ha
demostrado que para su activacion se requiere otra modificacion postraduccional;
acetilaciéon en lisina 3016 en el dominio FATC por la histona acetil- transferasa
Tip60. La sefalizacion de esta proteina en el mecanismo de reparacidén es especi-
fica en residuos de S/T (Q), lo cual coincide con la gran cantidad de sustratos
blanco entre ellos la histona H2Ax. Después del dafio generado al DNA, estos fac-

tores son movilizados al sitio de dafio iniciando la cascada de sefializacion depen-
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diente de ATM, que permite la resolucion de la ruptura. El paso clave en este pro-
ceso es la fosforilacion de la variante de histona H2Ax por ATM en la cromatina
(Yin, Lee, Yang-lott, Sleckman, & Bassing, 2012). En el caso de Giardia solo exis-
te la Histona H2A con un dominio tipo H2Ax como indicador de dafio al DNA, se ha
visto que la modulacion de la estructura de la cromatina es un factor primordial
para la activacion de ATM, esto permite la fosforilacion de H2Ax (S139) unida a la
cromatina a lo largo de varias megabases alrededor del sitio de dafio (Arango et
al., 2012).

4.2 Funcién de ATM en el control del ciclo celular.

El ciclo celular esta dividido en cuatro fases secuenciales: G1, S, G2 y M. Para
mantener la integridad del genoma, es importante que se mantenga el orden de
las fases del ciclo celular y para esto se requiere de su regulacion. Los puntos de
control son pausas en la progresion del ciclo celular que permite a la célula el
tiempo ideal para sensar sefiales o desafios fisiologicos como dafio al DNA. Uno
de los puntos de control mas importantes en el ciclo celular es la entrada de la fa-
se S a G1 (G1-S). El gen supresor de tumor p53 mostré ser un elemento critico en
el punto de control de transicién de las fases G1-S, ya que posterior a la exposi-
cién a la radiacion ionizante, se indujo la activacion de la proteina ATM. Esta Ulti-
ma fosforila a diversos blancos involucrados en el control del ciclo celular, inclu-
yendo p53, Chkl, Brcal y SMC1 (Uziel et al., 2003). Entre estos la proteina p53
fosforilada en el residuo 15. La fosforilacion de proteinas involucradas en la
regulacion del ciclo celular por ATM inicia una serie de eventos que detienen el
crecimiento de celulas dafiadas y se facilita su reparacion (Abraham, 2001; Brown
et al., 1997). Asi, p53 y proteinas que interactuan con ésta como son MDM2 y
Chk2, tambien son fosforiladas por ATM. La dependencia de la actividad de p53
por ATM permite la activacion de genes, particularmente la ciclina dependiente de
cinasa CDK, inhibidor p21, induccion la cual resulta en la inhibicion del complejo
ciclina E/CDK2 e inhibicion de la progresion desde la fase G1 a S (Kastan & Lim,
2000). El primer blanco que tiene una funcionalidad en la fase intra-S despues de
recibir radiacion ionizante es la proteina NBS1 que forma parte del complejo
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MRN. El arresto en la fase S mediada por ATM es dependiente de la sefializacion
a traves del gen BRCAL. Interesantemente, se encontré que ATM fosforila BRCA1
en multiples sitios y estas diferentes fosforilaciénes producen diferentes efectos en
la progresion del ciclo celular. La fosforilacion en la serina 1,387 es necesaria para
un correcto arresto en la fase S, mientras la fosforilacion de la serina 1,423 es
necesaria para mediar el arresto en fase G2-M (Bakkenist & Kastan, 2003;
Goodarzi, Block, & Lees-Miller, 2003; Kozlov et al., 2006).
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FIGURA 7. Activacion de la via de sefializacion de ATM y complejo MRN al generarse dafio al
DNA de doble cadena. Ruptura en el DNA de doble cadena activa la via ATM mediante un proce-
so de autofosforilacién. Este evento involucra al complejo MRN como sensor de dafio. La respues-
ta al dafio generado involucra factores adicionales que colectivamente sirven para integrar el dafio,
incluyendo la variante de la histona H2Ax (H2A en Giardia duodenalis) que funciona como plata-
forma para concentrar todos los factores adicionales necesarios para la reparacion. ATM activada
es entonces capaz de fosforilar sustratos (p53, Chk2, FancD2, Smc1l, y Chkl, NBS1 etc.) que es-
tan involucrados en una serie de eventos incluyendo activacion de los puntos de control (G1/S,

intra-S, G2/M) en el ciclo celular y apoptosis. El dafio de doble cadena puede ser reparado por dos
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vias; Recombinacion Homologa (HR) y Reparacion de extremos no Homodlogos (NHEJ). ATM
funciona como una proteina con actividad cinasa y fosforila varios sustratos que regulan el ciclo
celular, procesos apoptoticos y reparacion del DNA. En conjunto. ATM al fosforilar estos sustratos
media la respuesta celular a la ruptura del DNA de doble cadena. Tomada y modificada de
(Reynolds & Stewart, 2013).

4.3 Funcién citoplasmica de ATM

La determinacion de la funcion de ATM en el mantenimiento de la estabilidad del
genoma por coordinacion de la respuesta al dafio al DNA y la regulacion del ciclo
celular asi como su localizacion nuclear se ha obtenido principalmente de estudios
en linfocitos o células provenientes de lineas celulares linfoblastoides. Sin embar-
go, recientemente se ha encontrado ATM con localizacién citoplasmica en diver-
sos tipos celulares (Rotman & Shiloh, 1997). Estudios recientes demostraron que
ATM fue encontrada en el citoplasma de neuronas diferenciadas (postmitoticas) y
células de Purkinje (Manz et al., 2012). Asi mismo se ha observado que pequefias
cantidades de ATM también estan involucradas en asociacion con organelos cito-
plasmicos y con proteinas involucradas con trafico vesicular (Paull, 2015). Por otro
lado, andlisis protedmicos recientes sugieren la participacion de la ATM en varias
vias metabdlicas citoplasmicas. Es sabido que uno de los blancos que ATM fosfo-
rila es la H2AX, para su evaluacién in vitro se utilizan sustratos comerciales como
4EBP1 mejor conocido como PHAS-1 (Shiloh & Ziv, 2013).

4.4 Caracterizacion farmacoldgica de ATM

En el estudio de esta cinasa, se ha descrito que la proteina ATM es activada
cuando se utiliza como cofactor Mn?* a concentraciones de 5 mM lo que resulta en
la fosforilacion de p53 (S15), CHK2 (T68), H2Ax(S139) en ensayos cinasa (Kim &
Jackson, 2013). Comparado con las proteinas cinasas clasicas que utilizan Mg** la
proteina DNA-PK¢ puede ser activada sin Mn?* siempre y cuando sus proteinas
accesorias (Ku70/80) estén presentes en el sitio donde se produjo el dafio en el
DNA de doble cadena en ensayos de fosforilacion in vitro (Bhatia et al.,
2013).Debido a que ATM pertenece a la familia de las PIKKs (ATR, DNA-PKc¢ y
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MTOR) y estas comparten muchos dominios, una manera de distinguirlas es me-

diante el uso de inhibidores especificos e inespecificos.

Los principales inhibidores genéricos de la familia PI3K son LY294002, wortmani-
na y cafeina (Sarkaria et al., 1998). La respuesta de ATM sobre el sustrato p53 se
disminuyo al ser tratadas con estos inhibidores (lzzard, Jackson, & Smith, 1999;
Sarkaria et al., 1998; Zhou et al., 2000).

Wortmanina es un potente inhibidor genérico de las proteinas PI3K, funciona mo-
dificando covalentemente al residuo de lisina en el sitio de union a la molécula de
ATP que se encuentra en el dominio cinasa (Wymann et al., 1996). Se evidencio
que la molécula de ATP es un activador especifico de ATM, ya que en presencia
de ATR, DNA-PK¢c y mTOR no produce ningun efecto en ensayos de fosforilacién
in vitro (Kozlov, Gueven, Keating, Ramsay, & Lavin, 2003).

El inhibidor 2 morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-pyran-4-one llamado Ku55933 es
especifico de ATM. Esta molécula tiene un ICsy de 12.9 nmol/L, exhibe un meca-
nismo de accién competitivo sobre la molécula de ATP. Produce un efecto en la
disminucion de la proliferacion, activacion de AMPK, aumento de absorcion de
glucosa, produccién de lactato, y disminucion en los niveles de ATP (Zakikhani et
al., 2012). Los inhibidores especificos de mTOR son: Torinl, PP242, KU63794,
Rapamicina, y WYE354 y Temsirolimus (Liu et al., 2013).

5. Antecedentes Directos.

Giardia duodenalis es considerado un organismo con reproduccién asexual, lo que
ha generado discusiones sobre este tipo de reproducciéon debido a que se han
encontrado genes de la maquinaria de recombinacion meiotica formada por
Spoll, Dmcl, Msh4/Msh5, Mlh1l, Rad50/Mrell,MIh1, genes del complejo sinapto-
temal (Hopl), proteinas de recombinacion; Hop2. El alineamiento de secuencias,
asi como analisis filogenético indican que estos genes son homologos a genes

meidticos (Ramesh, Malik, & Logsdon, 2005).

En un reporte , se investigd la viabilidad de los trofozoitos de Giardia duodenalis

después de exposicion a radiacion ionizante con una fuente de cobalto 60 mos-
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trando que después de ser expuesto a una dosis de 0.25KGy mueren una baja
cantidad de trofozoitos y aproximadamente el 80% recupera su viabilidad, alcan-
zando su maxima densidad celular de 2-3 dias después de irradiacion y asi de-
mostrando que existe un mecanismo de reparacion poco estudiado en éste parasi-

to (Lenaghan & Sundermann, 2003).

En el tratamiento de agua se ha utilizado radiacion ultravioleta UV, procedimiento
empleado para inactivar una diversidad de protozoarios incluyendo Giardia duode-
nalis, en donde se demostré que estos tienen capacidad de reproducirse después
de ser expuestos a diferentes grados de radiacion UV (Li, Craik, Smith, &
Belosevic, 2008). Estudios realizados in vivo utilizando gerbos como modelo de
estudio los cuales fueron inoculados con 0.2 ml de dilucién con una concentracion
aproximada de 2.1 x 10° trofozoitos expuestos a radiacién UV y sin exposicion.
Dias después de la inoculacion se excretaron, recuperaron y cuantificaron un nu-
mero similar de quistes obtenidos de las heces fecales de estos gerbos inoculados
con trofozoitos expuestos a UV y sin exposicion, sugiriendo que hubo una recupe-
racion de la infectividad de los trofozoitos inoculados irradiados y demostrando a
su vez la existencia de un mecanismo de reparacion que les permitié conservar la
viabilidad (Li & Heyer, 2008) (Nasser, Vaizel-Ohayon, Aharoni, & Revhun, 2012).
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Figura 8. Quistes liberados después de la inoculacidn con trofozoitos de Giardia duodenalis
expuestos a 1 mj—cm'2 de radiaciéon UV (o), quistes liberados después de la inoculacion con
trofozoitos sin exposicién a radiacién UV (A) y control el negativo (O) en gerbos mongoloi-
des. En donde se demuestra que el patron de quistes liberados en gerbos inoculados con
trofozoitos expuestos a 1mj-cm-2 de radiacién UV fue estadisticamente idéntica a la de los
gerbos inoculados con trofozoitos que no fueron expuestos a radiacion UV Tomada y modi-
ficada de

En nuestro grupo de trabajo se han identificado y caracterizado algunas de las
proteinas participantes en el mecanismo de reparacion (RAD51, RAD52, RADS0,

MRE11) y recientemente se identificé in silico a la proteina homologa ATM/Tell.

Se ha caracterizado la deteccion de la proteina GdRad51 asi como la expresion
de ésta después de tratar trofozoitos con una dosis de 100 Gy de radiacion ioni-
zante gamma (y). En este trabajo se evalué si GdRad51B activa su expresion
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después de ser expuesta con radiacion gamma. Estos resultados indicaron que
hubo dafio en el DNA manifestados como incremento en los niveles de fosforila-
cion de la histona H2A, marcador de ruptura de doble cadena y sustrato blanco de
ATM (Torres Huerta A. datos no publicados).

Post-irradiacion

. &
0(‘ %Q ,\’Q ‘\? ‘b\\
GdRad51B Sl e B mtes [ 40kDa

yYH2AX . w—— — w— W | 14KDa

Gd a-Actin T " TS | 47 (Da

Tb a-Tubulin w | 50.5kDa

Figura 9. Deteccién de GdRad51 y de la histona GdH2A fosforilada mediante Western- Blot
en muestras correspondientes a diferentes tiempos post-irradiacion. Como controles de carga
se detectaron a-Actina y o-Tubulina de Giardia. La dosis utilizada fue de 100 Gy. Ana Laura Torres

Huerta. Manuscrito en preparacion

Por otro lado, se determinaron las actividades catalitica de las proteinas del com-
plejo MRN, entre éstas se determind la actividad nucleolitica in vitro de GdMrell
ademas de verificar su respuesta posterior a un tratamiento con radiacién gamma,
lo que confirma su papel durante los proceso de reparacion o recombinacién

(Sandoval-Cabrera, Zarzosa-Alvarez, Martinez-Miguel, & Bermudez-Cruz, 2015).

La basqueda in sillico de la proteina homologa ATM/Tel-1 en el genoma de Giardia
duodenalis en la base de datos de Giardia-DB, asi como la caracterizacion de los
dominios conservados, permitieron identificar dos candidatos putativos, basado en
el valor E, que corresponden a los niumeros de acceso GL50803 35180 con un

peso molecular de 363.193 kDa y GL50803_16805 Hypotetical protein con un pe-
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so molecular de 294.004 kDa. Los dominios altamente conservados identificados
son: Repetidos ARM, dominio FAT, FATC, PI3K detallados por la base de datos
SUPERFAMILY, PFAM, PROFILE y SMART de Interpro (Valdez-Vargas. Maestria
2014).

Candidatos homélogos a ATM-Tell en Giardia duodenalis

A. GL50803 35180 Referido como GTOR.

GL50803_35180
GL50803_35180 - - }

ok 1k 2K 3k

Hass Spec Peptides (Ratner, et al,) Unién a
RAPAMICINA

Hass Spec Peptides (Tachezy, et al.) conservado FATC
InterPro Donains E}L E\L
— —

)
I
I O
Repetido ARM FAT ——
PI3K

B. GL50803_16805 Hypothetical protein

GL50803_16805
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FIGURA 10. Identificacion de dominios conservados en las proteinas putativas GAATM/Tel1.
A. Candidata correspondiente a GATOR con los dominios caracteristicos de una proteina ATM
tipica y un sitio de unién a rapamicina. B. Correspondiente a una proteina hipotética con Gnicamen-
te dos dominios FATC y PI3K Claudia Valdez Vargas (Maestria, 2014).

Interesantemente, la candidata que presentaba todos los dominios tipicos de una

ATM también presentaba un sitio de unién a rapamicina, por lo que se realizo el
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analisis de la conservacion de esta secuencia con respecto a aquellas de protei-
nas ya caracterizadas (Valdés-Vargas. Maestria. 2014). Estos resultados revela-
ron que este sitio no estaba bien conservado en GJATM. Por lo que seria impor-

tante evaluar el efecto de rapamicina en la actividad de fosforilacion de la proteina

putativa GAATM.
* * *
2000 201[} 202[_} 203[_} 204[_} 205[_}
Rattus NMCEHSHNT LVQQRAMMV SEEMINVAI LGHEMWHEGLEEASRELYFGERNVEGMFE[WVLE FLHA
Mus NMCEHSNTLVIQQAMMVESEEMINAVAI LgHEMWHEGLEEASRELYFGERNVEGMFENVLE PLHA
Homo NMCEHSNT LVIQQAMMVSEEMIKVAI LHEMWHEGLEEASRELYFGERNVEGMFENVLE PLHA
Danio NMCEHCNTLVQQAIMVSEEMIKVAI LGHEMWHEGLEEASELYFGERNVEGMFANVLE PLHA
Droscphila SMEREHSPTLVEQAVMCSEEMIBVAI LGQHEQWHE|GLEEASRLYFGDERVEGMFE(ILEPLHA
Dictyostalium KMEEHSATLVDRALPVSQEMVEITAI LQLEMWYEGLEEASRQY FGDHEPEAMLATLAFELHQ
Arabidopsis EVEQHSGALVDQAQLVEHEMIKAVAI LQHEMWHEALEEASELYFGEHRIEGMLEWVLE PLHD
Giardia QIRRTHEA}{ILESLN:.\'KEIQ VAILGIPEIAYDLITQASTAFCEEPRDLVEFFNYACQLQ
Trichomonas EFQAAMPOEASEVILI P LV SV TR Y DWLEQFVLDIKDAISDGE .|. . .MNDIVESIDD

* ok ok
210!?

Rattus DLTQAWDLY Y|HV
Mus DLTQAWDLY Y|H[V
Homo DLTQAWDLY YHVFRRI|S
Danio DLTQAWDLY ¥[HVF
Droscphila DLDRAWDIY Y[HVF
Dictyostelium DLNQAWDLYY|QVE
Arabidopsis ELTQAWDLYY Hluz
Giardia CLNIVMKHYKE[IYDRIH
Trichomonas HMNSLISWRNS[FESALR

Figura 11. Alineamiento de las secuencias TOR. Se muestra Gnicamente el dominio de unién del
complejo Rapamicina — FKBP de los aminoacidos 2012 — 2114. Los asteriscos resaltan los resi-
duos altamente conservados de interaccion quimica con Rapamicina. Los nimeros superiores se

refieren a TOR de Rattus norvegicus. (Valdez-Vargas. Maestria. 2014)
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Una vez identificada, se realizd una construccion para etiquetar el gen homologo
a ATM/Tell con tres epitopes de hemaglutinina integrandolo en el genoma para
mantener su expresion endogena y posteriormente identificar a la proteina con un

anticuerpo anti-HA. (Valdez-Vargas. Maestria 2014).

Xmal (696)
¢ EcoRI(707)
, Kpnl(732)

XhoI(353)
Xmal(373)
¢ EcoRI(384)

Kpnl(409)

Hinell (863)

pc_ATM/Tel1_3HA_NEO

ATM stl(912)
pJET1.2_42 5215 bp ATM
. Xhol (1584)
3868 bp HA
Xhol (1261) EcoRI (1698)
Neol (1303) Kpnl (3014) 7 Pst1 (2270)
Neol (2649) NEOMICINA
INTEGRACION DE gen de interés ATM/Tel1 3HA NEO
PCcATM/Tel1_3HA_NEO 1 I
EN GENOMA — B —
FW_fATM  FW_ATM RV_NEO
bcATM/Tel1_3HA_NEO NEO ATM/Tel 3HA NEO
. I |
LINEAL —_— —_—
FW_NEO RV_NEO

FIGURA12. Construccion realizada para etiquetar el gen putativo ATM-Tell, mediante inte-
gracién del vector pc ATM/Tell_3HA_NEO en el genoma de Giardia duodenalis. (Valdez-
Vargas. Maestria 2014).

Se realizo la identificacion de la proteina ATM-Tell putativa de Giardia duodenalis
mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-3HA por la técnica de western

blot (Bazan-Tejeda, Valdez-Vargas. Maestria 2014).
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Figura 13 . Western- blot anti- 3HA. Carril 1 corresponde al contro positivo GdRad51B de 55KDa.

Se cargardn 50ug y 100ug de proteinas ATMTel1-3HA provenientes de trofozoitos trangenicos
identificados como clona A y C respectivamente, detectando la proteina de interes

correspondiente a un peso molecular de 360 kDa observadas en los carriles 2,3,6 y 7.
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6. JUSTIFICACION.

Debido a la importancia evolutiva y a las caracteristicas minimalistas de G. duode-
nalis es relevante estudiar el proceso de reparacion del DNA por recombinacién
homéloga. En este proceso se presenta la fosforilacién de la histona GdH2A, acti-
vidad relacionada con la proteina ATM, la cual en Giardia tiene los dominios de
una ATM tipica. Asi, es importante caracterizar esta proteina y su actividad de fos-
forilacion empleando inhibidores especificos de ATM. Esto permitird determinar su

papel en el proceso de reparacion en Giardia duodenalis.
7. HIPOTESIS.

Si la proteina GAATM/Tel-l es una cinasa que participa en la transduccién de se-
fales y fosforila diversos sustratos efectores, entonces GAATM/Tel-I putativa, fos-

forilara a la histona H2A.

8. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar la actividad de fosforilacion in vitro de la proteina homoéloga ATM/Tel-
1 de Giardia duodenalis.

9. OBJETIVOS PARTICULARES.
1.- Purificar la proteina GAATM de trofozoitos de Giardia duodenalis.

2.- Determinar la actividad de fosforilacion in vitro de la proteina GAATM.

4.-. Determinar el efecto de inhibidores genéricos y especificos en la actividad de
cinasa de la proteina GAATM.
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10. Esquema general de la estrategia experi-

mental

Cultivo de trofozoitos de
Giardia duodenalis WB.

Deteccién de la proteina ATMTel-1 putati-
va de Giardia con un anticuerpo heterolo-
go Anti-ATM policlonal.

Clonar la histona H2A de
Giardia duodenalis

Cultivo de trofozoitos de
Giardia duodenalis
(ATM-Tel1-3HA).

Inmunoprecipitar la proteina GdATM-
3HA con un anticuerpo Anti-HA.

Estandarizar el ensayo de fosforilacién in
vitro de la proteina GdATM-3HA en pre-
sencia de iones Mg*" y Mn**

Determinar el efecto de los in-
hibidores genéricos y especifi-
cos en la actividad de
GdATM3HA

SDS-PAGE
AUTORADIOGRAFIA.
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11. METODOLOGIA.

11.1 Cultivo in vitro de G. duodenalis

Se utilizaron trofozoitos de la cepa C99 o de trofozoitos transgénicos ATM-Tell-
3HA de la misma cepa los cuales fueron previamente obtenidos mediante la trans-
feccion con una construccion que expresa la proteina ATM etiquetada en el extre-
mo c-terminal con 3 repetidos de hemaglutinina (3HA)- Epitope-tagged-ATM (Val-
dez-Vargas., Maestria 2014). Los trofozoitos fueron cultivados en medio TYI-S-33
modificado, suplementado al 10% con suero fetal bovino (Hyclone) y antibiotico-
antimicético (hyclone) y se mantuvieron a 37°C en condiciones microarofilicas. Los
parasitos se cosecharon en la fase logaritmica de crecimiento (48h) y se cuantifi-

caron para su analisis.
11.2 Extraccién de DNA gendémico de Giardia duodenalis

Partiendo de un cultivo de trofozoitos confluente (crecidos en medio TYI-33) de la
cepa WB se realiz6 la extraccion de DNA gendmico. El cultivo de trofozoitos con-
tenido en un tubo se incubd 30 minutos en bafio de hielo para despegar a los tro-
fozoitos. Posteriormente se centrifugé el cultivo a 4°C a 2,000 g por 10 minutos.
Se realizaron 3 lavados con 10 ml de PBS frio y se centrifugaron nuevamente.
Después de que los trofozoitos fueron concentrados se incubaron toda la noche a
42°C en buffer de lisis (10 mM de Tris-HCIl pH 7.4, 10 mM de EDTA, 150 mM
NaCl, 0.4% SDS y 200 ug /ml de proteinasa K), usando 400uL por cada 10 millo-
nes de trofozoitos. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se agregdé RNAsa
a una concentracion final de 20 pg/mly se dejé incubando por 30 minutos a 37°C.
Al finalizar el tiempo de incubacion, se realizé la extraccion del DNA mediante la
técnica fenol-cloroformo y se mezclé completamente, después se centrifugd du-
rante 5 minutos a 10, 000 g, posteriormente se recupero la fase acuosa para pre-
cipitar el DNA con acetato de sodio a un concentracion final de 0.3 M y dos volu-
menes de etanol frio absoluto, se dejo incubando durante 10 min y se centrifugo
10 min a 1,1000 g. Al finalizar, la pastilla obtenida se lavé con dos volumenes de

etanol al 70 % para eliminar restos de sales y se resuspendio la pastilla en agua
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grado milliQ y se almacend a -20 °C. La calidad de DNA se verific6 mediante elec-

troforesis en gel de agarosa y se cuantifico el DNA con un espectrofotometro.

11.3 Preparacion de células electrocompetentes

Se crecieron 10 ml de medio de cultivo Luria Bertani (LB), sin antibiético , con una
colonia de la cepa comercial One Shot Top-10 (Invitrogen) con genotipo F-mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAm15 A lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697
gal/U gal/K rpsL (StrR) endAl nupG durante toda la noche a 37° C, se us6 1ml de
esté cultivo a 100 ml de medio Luria Bertani (para 1 L se disolvio: 10 gr de Tripto-
na, 5 gr de extracto de levadura, 10 gr de NaCl pH 7.0 en 950 ml de agua desti-
lada) o medio S.O.C ( para 1 L se disolvié: 20 gr de Triptona, 5 gr de extracto de
levadura y 0.5 gr de NaCl en 950 ml de agua destilada).Se dejé crecer a 37°C en
agitacion constante hasta alcanzar una densidad Optica ente 0.5-0.7, se colocé la
muestra 20 minutos en hielo, se dividio el volumen total a la mitad y se centrifugo6 a
5,000g a 4°C, enseguida se colocé en hielo nuevamente durante 15 minutos . En
condiciones de esterilidad se descarto el sobrenadante y las células se resuspen-
dieron en agua destilada, esto se realizé dos veces. La pastilla resultante se re-
suspendi6 cuidadosamente en glicerol al 10 % y se centrifugd durante 10 minutos
a4° C. La pastilla obtenida finalmente se resuspendié en 1 ml de glicerol al 10
%, se realizaron alicuotas de 25 pl y se conservaron a -70°C.

11.4 Preparacién de células quimicamente competentes

Se realizé el mismo procedimiento que en el crecimiento de las células electro-
competentes, (finalmente la pastilla resultante se resuspendié en 16.65 ml de la
solucion Tfbly se colocd 5 minutos en hielo. Se repitid la centrifugacion a 5000 g
durante 10 minutos, se tomoé el sobrenadante y se le adicion6é 2 ml de soluciéon
Tfbll, posteriormente se dejé reposar 15 minutos en hielo y finalmente se realiza-

ron alicuotas de 50 ul y se conservaron a -70°C.
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11.5 Reaccion de ligacion para clonar en vector de expresion pET-100

El producto fresco de PCR 0.5-4 pl, se adicion6 1 pl de solucién salina para trans-
formacion quimica o electroquimica; posteriormente se adiciond 1pl del vector
TOPO. Se mezcl6 cuidadosamente, se dejo incubando durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente. De la mezcla anterior (6pul) se tomaron 3 pl y se procedié a
transformar en 25 ul de células quimicamente competentes TOP10 E. coli F-mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAm15 A lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697
gal/lU gal/K rpsL (StrR) endAl nupG o electrocompetentes, finalmente se incubd

30 minutos en hielo.
11.6 Transformacién quimica de células Top10 de E. coli

Se adicion6 3 pl de la reaccién de ligaciéon a un vial de 25 pl de células quimica-
mente competentes Topl0, se incubd en hielo durante 30 minutos e inmediata-
mente se les dio un choque térmico en un termobloc durante 30 segundos a una
temperatura de 42°C sin agitacién. Posteriormente se adicionaron 250 ul de me-
dio S.O.C. Se incubd en agitacion constante a 200 rpm a 37°C durante 1 hora al
finalizar el tiempo se vertid el vial en condiciones de esterilidad en una placa de
medio LB con el antibiotico de seleccion (ampicilina) y se dej6é incubando toda la
noche a 37 °C, Se seleccionaron 5 colonias al azar y se resembraron por separa-
do en una caja petri. Después se realiz6 PCR de colonia para verificar que fueron
positivas para el inserto. Se aislo el plasmido por Miniprep, se analizé por restric-
cion para confirmar la presencia y correcta orientacion del inserto. Finalmente se
realiz6 la secuenciacion de la construccion en la unidad de Acidos Nucleicos para

su lectura.
11.7 PCR de colonia

Se tomd una colonia aislada y se le resuspendioé en 50 pl del coctel de PCR, se
incubd por 10 minutos a 94°C para lisar las células e inactivar a las nucleasas, el
material genético presente en el lisado se utilizo para realizar la amplificacion. Esta
se realiz6 en un termociclador de acuerdo a las condiciones especificadas para la
GdH2A (mencionadas arriba) y para la extension final se incub6d a 72°C por 10 mi-

nutos. Finalmente se visualizé el producto de PCR esperado en gel de agarosa.

34



Una vez identificado la clona(s) correcta(s) se realizd un stock en glicerol y se

conservo a -80°C por tiempo indefinido.
11.8 Extraccion de plasmido por Miniprep

Se tomo una colonia y se inoculé en 10 ml de medio Luria Bertani (LB), contenien-
do el antibiotico de seleccion, se incubo toda la noche. El cultivo se coloco en hielo
y se centrifugd durante 30 segundos a 12,500 g para concentrar la pastilla bacte-
riana. Se retird el sobrenadante y se lavo la pastilla con 350 ul de buffer STET
(10mM Tris-HCI, 1mM de EDTA, 100 mM NaCl y 5% de Triton X-100 v/v), después
se resuspendié en éste buffer y se afiadié 25 pl de lisozima (2 mg/ml). Se dejo
incubando a temperatura ambiente 5 minutos, después se coloco en agua hirvien-
do 1 minuto para desnaturalizar la lisozima. Posteriormente se centrifug6 a 12,000
g por 10 minutos, la pastilla obtenida se retiré del tubo y se agregaron 3.5 pl de 0.2
mg/ml RNAsa A, dejando incubar por 10 minutos, después se adicionaron 75 pl de
acetato de sodio 3M pH 5.2 y 250 pl de isopropanol (0.8 volimenes). Se homoge-
nizé y se dejo incubando por 10 minutos, se centrifugd nuevamente a 12,500 g
durante 10 minutos. Enseguida se decant6 el sobrenadante, se lavé la pastilla con
dos volumenes de etanol al 70 % para eliminar sales, se dejo secar Yy finalmente

se resuspendio en 10ul de agua.
11.9 Extraccién de DNA por Easyprep

Se inoculd una colonia en 10 ml de LB, se dej6 incubando durante toda la noche,
se tomo 1.5 ml del medio en un tubo eppendorf, se centrifugd a 12,500 g durante 1
minuto, se retiré el sobrenadante y se repitidé el paso anterior 3 veces tomando la
pastilla proveniente de 4.5 ml de medio. Una vez obtenida la pastilla celular se re-
suspendio en 50 pl de buffer de lisis. Se dejé 10 minutos a temperatura ambiente,
después 1 minuto en ebullicion, posteriormente enhielo 2 minutos. Posteriormente
se centrifugdé 15 minutos a 12,500 g, recuperando el sobrenadante vy vertiéndolo
en un tubo nuevo cuidadosamente, Se analizé en gel de agarosa para evaluar la
calidad del plasmido. Finalmente se cuantifico en el espectrofotdmetro eppendorf
BioPhotometer.
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11.10 Reaccidon de secuenciacion

Se mezclo 2 pl de DNA, 1 ul de oligonucleétido T7 12 uM y 9 pl de agua grado
milliQ en un tubo para PCR de 50 pl. Se calenté la reaccion a 72° C en el termoci-
clador durante 5 minutos, posteriormente se mantuvo a temperatura ambiente 5
minutos y se adicion6 4 ul de buffer big dye.Una vez terminado la reaccién se es-
tablecié las condiciones en el termociclador: 96°Cx30 segundos 30 ciclos de
(96°Cx20segundos, 53°Cx20 segundos, 60°Cx4 minutos) 4°C por 7 minutos. Se
precipito con EDTA- Etanol al 100%. Se centrifugd un minuto, se transfirio a un
tubo eppendorf de 1.5 ml, se agrego 5ul de EDTA 125mM pH 8.0 y 60ul de etanol
al 100%. Se removio todo el sobrenadante y se lavé con 270 ul de etanol al
70%dos veces. Finalmente se removio todo el sobrenadante y se dejo secar por

30 minutos o el tiempo necesario.
11.11 Expresién de GdH2A en células E. coli BL21.

Se tomaron 50 ng (1 pl) de plasmido y se transformaron en células BL21 (DE3)
cepa [F ompT hsdSg (rs'mg’) gal dmc rnel31 (DE3)], mezclando gentilmente con
una pipeta, se incubé 30 minutos en hielo e inmediatamente después se dio
choque térmico durante 30 segundos a 42°C y se coloco el tubo en hielo nueva-
mente durante 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 250 pl de medio S.O.C,
se agité el tubo y se llevo a incubar a 37°C por 30 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo se transfirieron 100ul de la reaccién de transformacion a una placa de
medio LB con el antibi6tico de seleccion (ampicilina). Posteriormente se espatuld
la reaccién, se cerr6 la caja petri y se llevo a incubar a 37°C durante toda la noche.
Al dia siguiente se seleccionaron 5 colonias al azar y se aislaron en otra placa de

medio LB con ampicilina cada una por separado.

Al dia siguiente, se tomd una colonia de las cinco aisladas al azar. Se inoculé en a
3 ml de medio LB y se dejo incubando toda la noche a 37°C en agitacion constan-
te, transcurrido este tiempo se tomaron 500 pl de este cultivo y se transfirieron a
10 ml de medio LB con 10 ul de ampicilina llevandose a incubar el tiempo necesa-
rio para alcanzar una densidad oOptica entre 0.5-0.7(D.O.s00 mid-log).Una vez lo-

grado ésto se dividio el cultivo en dos matraces distintos por volimenes iguales y
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se rotularon como inducible con IPTG (Isopropil-D-B-tiogalactopiranosido) con una
concentracion final de 1 mM y sin inducir al que no se le adiciono IPTG. Se proce-
di6 a tomar alicuotas en diferentes tiempos post- induccion iniciando desde el
tiempo cero hasta las 1, 2 y 3 de ambos matraces. Una vez tomadas las primeras
dos alicuotas correspondientes al tiempo cero se llevaron los matraces a incubar a
37°Cpara posteriormente tomar las alicuotas correspondientes a la primera hora 'y
asi sucesivamente hasta llegar a la tercer hora, tiempo en el que el cultivo fue
concentrado por centrifugacion a 7,000 g a 4°C por 10 minutos para obtener el
paquete celular. Posteriormente la pastilla celular se le afiadié buffer de lisis y li-
sozima a una concentracion final de 1mg/ml y se resuspendié completamente, se
incubd en hielo por 30 minutos, se sénico a 85% de amplitud 3 veces x 20 segun-
dos con 1 minuto de descanso. Finalmente se centrifugé el lisado a 10,000 g a 4°C
por 20 minutos y se recuperd el sobrenadante, una vez terminado este procedi-
miento se prosiguié a montar las columnas con Ni-NTA y se realizo la purificacion
de la proteina a 4°C para evitar la degradacién. El procedimiento que se realizé
fue el siguiente: primeramente se pasaron las siguientes soluciones por la colum-
na: 10 ml de agua bidestilada y 10 ml de buffer de lisis después se prosiguio a pa-
sar la muestra por duplicado recuperando la extraccién en tubos eppendorf de 50
ml. Una vez finalizado este procedimiento se pasaron 50 ml de buffer lisis con una
concentracion de Imidazol de 30 mM, después 50 ml de buffer lisis con una con-
centracion de Imidazol de 50 mM y finalmente 2.5 ml de buffer lisis con una con-
centracion de Imidazol de 250 mM. Se recolectaron alicuotas de cada extracto de
1 ml en tubos eppendorf y se guardaron a 4°C. Una vez terminada la purificacién
se guardaron las columnas previamente lavadas con 10 ml de &cido acético 200
mM, 10 ml de glicerol al 30% y 5 ml de etanol al 30%. Al dia siguiente se trabaj6
con las alicuotas conservadas a 4°C tomando una alicuota nuevamente de cada
tubo de 20ul y adicionandoles 10ul de buffer Laemmli 2X. Durante este procedi-
miento se conservaron las muestras en hielo, se hirvieron durante 5 minutos. Fi-
nalmente se corrieron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% y se realiz6

la deteccion de la sefial por Western-blot.
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11.12 Western Blot

Una vez que las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, lo
cual se verific6 mediante la tincion con rojo de ponceau, se lavé la membrana con
TBST (10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl y Tween 20 al 0.05%) hasta
gue se elimind el colorante. Para bloquear la membrana se utilizé leche en polvo a
una concentracion final de 5% en buffer TBST incubando durante 1 hora. Transcu-
rrido este tiempo se retird la leche, se lavé la membrana con TBST 3 veces duran-
te 5 minutos y posteriormente se agregd el primer anticuerpo anti-histidina con
buffer TBST a una dilucién 1:7,000 durante toda la noche. Al dia siguientes se
retir6 el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados de 10 minutos con buffer
TBST, entonces se agregd el anticuerpo secundario anti-ratén a una dilucién de
1:30,000 en buffer TBST y se dejo incubando durante 2 horas, después se realiza-
ron tres lavados de 10 minutos con TBST vy finalmente se revel6 mediante quimio-

luminiscencia.
11.13 Inmunoprecipitacion de GAATM-HA

Esta procedimiento se llevé a cabo como se describié previamente (Saraiya, Li, &
Wang, 2011). Se emplearon 108 trofozoitos de cultivos confluentes, se realizaron 3
lavados de los trofozoitos con PBS. Después de cada lavado las células se centri-
fugaron a 5,000 g durante 10 min, se lisaron con 700 pl de buffer RIPA (50 Mm
Tris- HCL, 150 mM NaCl; pH 7.5, 2 mM de EDTA a pH 8.0, 1%NP-40), en presen-
cia del coctel de inhibidores de proteasas Complete 7x libore de EDTA (Roche).
Para la Inmunoprecipitacién de la proteina se utilizé el kit Pierce HA-Tag IP/Co-IP
Kit (thermo scientific). Las células lisadas se incubaron con 20 pl de perlas de aga-
rosa que mantienen acoplado el anticuerpo anti-HA por un tiempo de 2 horas a 4
°C en agitacién constante en una columna proporcionada por la casa comercial
para realizar el experimento, enseguida se prosiguié a lavar las perlas con buffer
TBS-T por 3 veces para eliminar residuos no deseados, descartando el sobrena-

dante.
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11.14 Ensayo de actividad de cinasa

Para la realizacion de este ensayo se preparé 50 ml de buffer cinasa (25 mM de
Tris-HCI pH 8.0, 10 mM MnCl,, 20 mM de MgCl,, 1mM de NaF, 1 mM NazVO,, 20
mM de B-glicerofosfato). La temperatura de almacenamiento de este reactivo fue
de 4°C. En cada experimento realizado se analizaron cinco condiciones distintas
para evaluar la actividad cinasa de GdATM-Tell-3HA. Para este experimento se
utilizé la GAATM-3HA inmunoprecipitado con el procedimiento anterior.

Para evaluar las cinco condiciones se adicionaron en cada columna de reaccion
15ul de buffer cinasa, 1pl de ATP [V*)]-2uCi (Volumen variable de acuerdo al de-
caimiento del yP3%), 1ul de ATP 1mM, 1ul de DTT 1mM, 1ul de ATP 10uM y 5 pl
de sustrato 1pg/pl(PHAS-I).

Columna-1: se adicion6 2 pl de MnCl, 5mM y el volumen necesario de H,O para
completar un volumen total de 30 pl. Columna-2: se adicion6 3.3 pl del inhibidor
Ku55933 1,125 pM para obtener una concentracion final de 125 pM en 30ul de
volumen total. Columna-3: se adicion6 4pl del inhibidor rapamicina 56.25uM para
obtener una concentracion final de 7.5 uM en 30 ul de volumen total. Columna 4:
se adicioné la cantidad de H,0 necesaria para obtener 30 ul de volumen total y
evaluar la actividad de GAATM-Tell-3HA en presencia de MgCl, Columna 5: Se
adicion6 15 ul de buffer cinasa, 1 pl de ATP ["*%-2uCi (Volumen variable de
acuerdo al decaimiento del yP=?), 1 pl de ATP 1 mM, 1 pl de DTT 1 mM, 1 pl de
ATP 10 pM y la cantidad de H20 necesaria para obtener 30 pl de volumen total y
asi poder evaluar la actividad de la proteina en ausencia de sustrato PHAS-I.

Como control negativo en el experimento se trabajé con una cepa WB no transgé-
nica identificada como C99, se inmunprecipitd utilizando el procedimiento explica-

do en el punto 11.13. Se evaluaron dos condiciones (dos columnas).

Columna-1: Se adiciond 15 pl de buffer cinasa, 1 pl de ATP [V*)]-2uCi (Volumen
variable de acuerdo al decaimiento del yP?), 1 pl de ATP 1 mM, 1 pl de DTT 1
mM, 1 ul de ATP 10 uM, 2 pl de MnCl, 5 mM, 5 ul de sustrato 1 ug/pl (PHAS-I) y
la cantidad de H20 necesaria para obtener 30 ul de volumen total. Columna-2: Se

y-32

adicioné 15 pl de buffer cinasa, 1 pul de ATP ["*]-2uCi (Volumen variable de

39



acuerdo al decaimiento del yP3?), 1 pl de ATP 1 mM, 1 pl de DTT 1mM, 1 pl de
ATP 10 uM, 5 pl de sustrato 1 pg/ul (PHAS-I) y la cantidad de H,O necesaria para
obtener 30 pl de volumen total. Una vez obtenidas las condiciones a evaluar se
incubaron 30 minutos a 30 °C. Posteriormente se adicionaron 7 pl de buffer
Laemmli 2X, se resolvieron en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% y se anali-
zaron por Western blot utilizando un anticuerpo anti-HA. Posteriormente el gel se
tiid con colorante azul de comassie durante 15 minutos en agitacion constante,
se verti6 el colorante en un recipiente para su posterior uso, se retiré el exceso de
colorante con agua bidestilada, se traté con glicerol al 3% por 1 hr en agitacion
constante y enseguida se traté con una solucién acido acético-metanol al 30% por
1hr en agitacion constante después se colocé el gel en papel filtro y se cubrié con
plastico adherente llevandose al secador de geles (Gel Dryer model 583 Biorad).
Se utilizaron las condiciones para secar geles en gradiente. Una vez secado el gel
se coloco en el casete de revelado con la placa y se expuso por 12 hrs a -80°C,

finalmente se revel6 al dia siguiente.
12. RESULTADOS

12.1 Deteccion de la proteina homéloga ATM-Tell en trofozoitos de Giardia

duodenalis usando un anticuerpo heterélogo.

Inicialmente, se procedi6 a detectar el homélogo a la proteina GAATM-Tell para lo
cual se empled un anticuerpo heterdlogo dirigido al dominio c-terminal del dominio
cinasa (abcam) disponibles comercialmente, utilizando una concentracion de pro-
teina de 50 ug para detectar ATM-Tell. Con estos resultados (figura 13), aunque
se detectd una banda con un peso molecular de 170 KDa, la cual puede corres-
ponder a productos de degradacion de ATMTell o a alguna otra proteina cinasa
miembro de esta familia, no se obtuvo la proteina del peso de 360 kDa esperado.

Se utilizé como control positivo extracto celular de cerebro de raton (50 pg).
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FIGURA 14. Deteccién por Western blot de ATM-Tell. En la presente figura se muestra la sefal
obtenida con el uso del anticuerpo heterélogo anti-ATM. Carril 1 se cargaron 50 ug de proteina,
carril 2 corresponde a extracto celular de cerebro de ratén con 50 pg de proteina.

12.2 Inmunoprecipitacion de la proteina GAATMTel1-3HA de trofozoitos de

Giardia duodenalis.

Debido a que el anticuerpo heterdlogo no detecto la proteina de 360 kDa y dado
que se tenia el transgénico GdATM-Tell-3HA previamente generado (Valdés-
Vargas. Maestria 2014). Con el propésito de aislar a la proteina GAATM-Tel1-3HA
para Identificarla y usarla en ensayos de fosforilacién in vitro se procedié a Inmu-
noprecipitarla a partir de un extracto total de 600 ug de proteinas totales, prove-
nientes de trofozoitos transgénicos y resueltas en electroforesis SDS-PAGE (Figu-
ra 15 clona Ay C, carril 4 y 6.), en donde se observo una banda que no coincidié
con el peso molecular esperado de 360 kDa, sino que se obtuvo un peso mayor.
Para descartar que las condiciones desnaturalizan de utilizadas (SDS) hayan sido
insuficientes y lo que se estuviera observando fuera la proteina GAATM-Tel1-3HA
formando complejos se procedié a tratar a la muestra y el gel con una concentra-
cion de urea 8 M. El resultado obtenido fue la deteccion de la sefial en el peso co-
rrespondiente al de la proteina ATM Tell-3HA de 360 kDa (Figura 16- carril 3). De

estos resultados se puede ver que la proteina es muy escasa ya que su deteccion
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es muy pobre cuando se usan extractos totales y ésta se puede detectar cuando la
proteina es inmunoprecipitada. (Figural4, carril 3 y 5 contra carriles 4 y 6; Figura
15 carril 3). Como control negativo se utilizé extracto total de proteinas de 100 pg y

600 pg provenientes de trofozoitos WB no transgénicos (Figura 14, carril 1 y 2).
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FIGURA 15. Western-blot de extracto total e Inmunoprecipitado de la proteina ATM-Tel1-3HA
de Giardia duodenalis. La deteccién de la proteina se realizé empleando un anticuerpo monoclo-
nal anti-HA. Carril 1,2: Extracto total e inmunoprecipitado proveniente de trofozoitos de Giardia

duodenalis no transgénicos. En el presente trabajo se utilizaron dos clonas transgénicas identifi-
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cas como clona Ay C. Carril 3, 4, 5y 6: Extracto total e inmunoprecipitado proveniente de trofozoi-

UREA-PAGE
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i ATMTel1HA-C 50 g

-
L
I

360KDa

300KkDa —
250KDa —
180KDa

130KDa

100KDa

70KDa

50KDa

tos transgénicos..

FIGURA16. Ensayo de Western-blot para detectar a la proteina homdloga GAATM-Tel1-3HA.
Las muestras de este experimento y el gel al 6% que se utilizé para la resolucion de las proteinas
se trataron con urea a una concentracién de 8M. Carril 1,2: Resolucion de 50 y 100 pg de extracto
total de proteinas de GAATM-Tell-3HA.Carril 3: Perfil electroforético del inmunoprecipitado me-

diante electroforesis UREA-PAGE utilizando el anticuerpo anti-HA.
12.3 Clonacion del gen GdH2A.

La histona GdH2A de Giardia duodenalis es uno de los sustratos de la proteina
GdATM, por lo cual inicialmente procedimos a clonar esta proteina para utilizarla

como el sustrato. El disefio de los oligonucleétidos se realizé con el programa Oli-
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go7 (Primer software analysis. Version 7.57) en donde se incluy0é una secuencia
de cuatro pares de bases (CACC) necesaria para dirigir la clonacion en el extremo
5’ del primer forward, caracteristica del vector de expresion pET100/D-TOPO co-
mo se explicé en métodos. La figura 17 muestra la secuencia de la GdH2A y en
rojo y amarillo se indica los primers "forward" y "reverse”, respectivamente disefia-
dos. De acuerdo el programa Oligo7, las condiciones de amplificacién para los
oligos GdH2A-Forward: 5CACCATGAGCACCAAGCCCGTCAAZ y GdH2A-
Reverse: 5’ATGGCGGCCGATCCGTATGT 3’ fueron: inicio de: 94°Cx2min y 30
ciclos de 94°C x 2min-94°C x 1min-55°Cx1min- 72°Cx1.5min) con una extension a
72°Cx7min.

>GdH2A

CCTTCTGCCAGTTCTTCCAGTTCCGTTAGCATTTTAGATCCTGCGTTTCCTTGTACTCCA
ACCGGCTGTGGGGTTGCCAGCGAAAGGTTTCTCTGTTGCATAAGCTGGCTTTTCCCCGGT
TTTTGGCAAAAGATTAAAATGGAAATAGAAAGTCAAAGAGGTTAAAAATGAACCGTGTCT
TTATTATTTTATTACTTTATTTCGTTTTTATCATTAGTTAGTATCATTAGTTAGAGATGT
CCAGGAGCGCAGATTTAGGCATAATTTCAGTTTAAATTGTCCGCGCAGATAAAGAAAGCC
CACCATGAGCACCAAGCCCGTCAAGGACAACAGCAAGATGAAGAGCAGGTCCGCGCGLGC
GGGGATCTCGTTCCCGATCGGGCGTATCCACCGCCACCTGCGCGAGGGCCGCTATGCAGA
GCGCATCTCGTCCGACGCGCCCGTCTACCTCGCGGCCGTCCTCGAGAACGTCGTCGCAGA
GGTCTTCCGGGAGGCGTGCAACCACCGTGACAAGAAGAGCCAGAAGCGCATCGTCCCCAA
CCACATCCTAACTGCCCTCCGCAAGGACAAGGAGCTTGCGACCATCTTCGCCAACGTCAC
AATCCGCGAGGGAGGCGTCGCCCGCTCCGCGAAGGAGGGAAGAGAGGGCAAGGGCTCCCA
TCGGTCGCAGGATCTTTGAGTGTCAGTCTGTAAACTATTGCTTAATTTGAAAATTCCGAG
TTAGGTTCGTTTCCTTTCCTCGC AATACTCTGCGAGGCT

FIGURA 17. Secuencia nucleotidica del gen GdH2A. De muestra la localizacion del oligonucle6-
tido sentido (GdH2A-Fw) en rojo y el oligonucleétido anti-sentido (GdH2A-Rv) en amarillo. El codén
de inicio de traduccion ATG subrayado. Empleando los oligonucleétidos especificos disefiados
para GdH2A, se obtuvo el producto correspondiente por PCR esperado mostrado como una banda
correspondiente a una longitud de 463-pb (Figura 18).
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FIGURA18. Patron electroforético en gel de agarosa al 1% de PCR de la amplificacion de GdH2A
utilizando los oligonucleétidos especificos para el vector pET-100/D-TOPO a partir del DNA gené-
mico. Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb. Carril 2: Producto de PCR correspondiente a
la longitud del gen de interés GdH2A: 463pb

Una vez amplificados los productos de PCR pertenecientes a los marcos de lectu-
ra de GdH2A se realiz6 la ligacion en el vector de clonacion utilizando el plasmido
pET-100/D-TOPO vy éstas fueron transformadas como se describié6 en metodolo-
gia. Las transformantes obtenidas fueron analizadas por PCR empleando los pri-
mers especificos para GdH2A. Como se puede ver en la figura 18, en la mayoria
de las clonas se obtuvo un fragmento de 463-pb esperado para GdH2A (figura 18),
tamafio que incluye la secuencia que codifica para la etiqueta de histidinas del
vector. El producto amplificado fue secuenciado y comparado con la secuencia de

GdH2A para verificar que no hubiera ninguna modificacion (figura 20).
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FIGURA 19. Patrén electroforético de DNA plasmidico en geles de agarosa al 1% de las dife-
rentes clonas. pET100/D-TOPO: GdH2A: Carril (M) Marcador 1Kb. Carriles 1, 2: control positivo
DNA genomico, producto de PCR de GdH2A. Carriles 13-23: DNA plasmidico extraido de clonas
candidatas positivas para el inserto de GdH2A que corresponde a una longitud de 463-pb. La fle-

cha indica la clona con la que se decidi6 trabajar identificada con el nimero 4.
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Query 350 CCATGAGCACCALGCCOGTCARGGACARCAGCARGATGAAGAGCAGETCCGCGCGOGCEE 109
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Sbjct 983 CCATGRAGCACCAAGCCCGTCAAGGACARCAGCAAGATGALGAGCAGETCCGCGOGOGOGE 1042

Query 110 GGATCTCGITCCCGATCGGGCETATCCACCECCACCTGOGCGAGGECCGCTATGCAGAGE 169
I |I|I|II|I|I|I||I|HI|I||I|I|I|II|I|I|IHI|I|I|I||I|I|I|I

Sbjct 1043 GGATCTCGTTCC TATCCACCGCCACCTGCGCGRGGGOCGCTATGCAGRAGS 1102

Query 170 GCATCTCGTCCGACGCGCCCGTCTACCTCGCGECCETOCTCGAGRACGTCETCGCAGAGE 229
IHI|I|I|II|I|I|I||I|HI|I||I|I|I|II|I|I|IHI|I|I|I||I|I|I|I

Sbjct 1103 GCATCTCGTCCGACGCGCCCGTCTACCTCGCGGCCGTCCTCGAGRACGTCGTCGCAGRAGG 1162

Query 230 GTGCARCCACCGTGACARGARGAGCCAGARAGCGCATCGTCCCCRACC 289

IHI|IIIIIIIIII|IIII|HIIIIIIII|IIII|IIIIIHIII|IIII|IIIIIII
8bjct 1163 TCTTCCGGGAGGCGTGCARCCACCGTGACRAGRAGAGCCAGARGCGCATCGTCCCCRACT 1222

Cusry 230 ACATCCTAACTGCCCTCCGCARGGACRAGGRGCTTGCGACCATCTTCGCCARCGTCRACRAR 349
. FEELEEE e e e b e e e e et e e e e eyl
Sbjct 1223 ACRTCCTRACTGCCCTCCGCRAGGACARGGAGCTTGCGACCATCTTCGCCARCGTCRCAR 1232
Query 350 TCCGCEAGGERGEOCTCGCCCECTCOGCEARGGAGEGRAGAGRAGEGCRAGGECTCCCATC 409
RN N N R RN
Sbijct 1283 TCOGCEAGGGAGGCGTCGCCCGCTCOGCERAGEAGGEAAGAGRGGECAAGGECTCCCATS 1342
Query 410 GGTCGCR 416

RN
Skbijct 1343 GGTCGCR 1349

FIGURA 20 Secuenciacion parcial del extremo 5’ de pET100/D-TOPO-GdH2A. Alineamiento del
resultado de la secuenciacién de la clona 4 con la secuencia GdH2A de la base de datos de Giar-
dia. En donde se demuestra que no existen mutaciones, ni deleciones en el gen y como el 100 %
de identidad entre las secuencias.

Después de verificar la identidad del gen, se procedidé a transformar en células
BL21-43 para inducir la expresion de la proteina mediante la adicién de IPTG (ver
metodologia) y se realiz6 el western- blot. Lamentablemente, a pesar que la se-
cuenciacién revelé que no habia modificaciones en la proteina, no se obtuvo sefial
de expresion de la GdH2A para ninguno de los tiempos analizados, la cual se es-
peraba de 14 kDa (figura 21).
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FIGURA 21. Expresion de la proteina GdH2A de Giardia duodenalis. Analisis de expresion de
la proteina GdH2A. Carril 1: Control positivo correspondiente a la proteina rad52. Carril 2, 4, 6 y 8:
Expresion al tiempo 0, 2 y 3 horas sin adicionar IPTG. Carril 3, 5, 7 y 9: Expresion al tiempo 0,1y 3
horas post- induccién con 20 pl de IPTG 1 mM. El anticuerpo utilizado fue anti-histidina. El peso
molecular de la proteina GdH2A corresponde a 17 kDa.

12.4 Anélisis funcional de la proteina ATM-Tel1-3HA putativa de Giardia duo-
denalis.

Para determinar si esta proteina presentaba actividad catalitica de cinasa, se rea-
lizaron ensayos de actividad in vitro de cinasa usando como sustrato a PHAS-I
(4EBPI) ampliamente utilizado para este tipo de cinasas(Kozlov et al., 2003), en
presencia y ausencia del cofactor divalente Mn** y Mg®*, como control negativo.
Esta técnica se realizé con la proteina ATM-Tell-3HA inmunoprecipitada a partir
de proteinas de trofozoitos transgénicos, empleando un sistema de Inmunoprecipi-
tacion con perlas de agarosa que tienen inmovilizado el anticuerpo anti-HA. Los
resultados mostraron que la proteina GAATM-Tell-3HA presenta actividad de ci-
nasa (figura 21, carril 7 contra 1), demostrando que la enzima es activa en ensa-

yos de fosforilacion. También observamos que al igual que en otros organismos,
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esta proteina se activa in vitro en presencia del ion divalente Mn** y no presenta
actividad de cinasa al ser tratadas con Mg?*. Sin embargo no se observé una inhi-
bicion significativa al tratar las proteinas con el inhibidor especifico de ATM
Ku55933 a una concentracion de 125 pM. Tampoco se observo efecto del inhibi-

dor rapamicina a una concentracion de 7.5 uM.
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FIGURA 22. Actividad enzimatica de ATM-Tell putativa de Giardia duodenalis. Proteina purifi-
cada GAATM-Tell1-3HA se sometié a ensayos de actividad de cinasa en presencia y ausencia de
cofactores Mn** y MgZ+ usando como sustrato 4EBP1 y [y-32] ATP. Las reacciones fueron analiza-
das en geles de poliacrilamida al 12%. El gel fue secado y expuesto a autoradiografia durante 12
horas a - 80°C. Carril 1. Inmunoprecipitado (IP) de proteinas derivado de trofozoitos de Giardia
duodenalis WB (cepa C99) no transgénica en presencia de MgZ+'. Carril 2: IP de proteinas derivado
de cepa C99 WB en presencia de Mn?*. Uarril3: IP de GAATM-3HA en ausencia de sustrato 4EBPI.
Carril 4: 5 Y 6: IP de GAATM-3HA en presencia de inhibidor especifico de ATM Ku55933, inhibidor
especificos de mTOR Rapamicina (125 uM, y 7.5 uM). Carril 7,8: IP de ATMTel1-3HA en presencia

y ausencia de ion Mn**.
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13.-DISCUSION.

La proteina ATM en organismos eucariotas superiores es la cinasa responsable
de fosforilar a la histona H2AX bajo radiacion ionizante (Shiloh, 2001) y es la cina-
sa reguladora maestra en respuesta al dafio al DNA para sefializar el sitio de dafio
y amplificar la sefial (Martin, Terradas, Tusell, & Genesca, 2012). En nuestro grupo
de trabajo se realizé la identificacion in silico de ATM (Tell en Saccharomyces
cerevisiae) y se encontrd6 un candidato del gen de ATM/Tell en el genoma de
Giardia con los dominios TAN, FAT, FAT-C y el dominio cinasa caracteristicos de
una ATM tipica con un peso molecular de 363.193 kDa. Un aspecto muy intere-
sante fue el hecho de que se localizé un sitio de unién al complejo rapamicina ca-
racteristico de las proteinas TOR poco conservado (Valdez-Vargas. Maestria
2014).

Considerando los resultados obtenidos en nuestro grupo en el presente trabajo se
evaluo la actividad cinasa de la proteina putativa ATM-Tel en Giardia duodenalis.
Asi se identifico ésta empleando un anticuerpo heterdlogo (Figura 14) comercial-
mente disponible. Sin embargo, éste anticuerpo no reconocié la proteina de 360
kDa, lo cual podria deberse a la divergencia de Giardia con otros organismos eu-
cariotas. En su lugar se detecté una banda en un peso molecular de 170 kDa lo
gue sugiere que puede corresponder a miembros de la familia PI13-4 fosfatidil inosi-
tol cinasas o0 a sus productos de degradaciéon. Sin embargo en reportes recientes
la proteina ATM fue detectada en el parasito Toxoplasma gondii con el uso del
mismo anticuerpo comercial anti-ATM (ABCAM-ab78) (Vonlaufen, Naguleswaran,
Coppens, & Sullivan, 2010), esto podria evidenciar la divergencia de GdJATM con
otras ATMs de organismos eucariotas. Considerando los resultados anteriores se
trabajé con una clona transgénica en donde se etiqueto el gen homdlogo a
ATM/Tell con un epitope de hemaglutinina integrandolo en el genoma para man-
tener su expresion endoégena (Valdez-Vargas. Maestria 2014) acorde con
reportes relativamente recientes (Gourguechon & Cande, 2011). Asi empelando la
clona transgénica, se purifico la proteina GAATM-3HA para identificarla y emplear-
la en ensayos de fosforilacion in vitro. Para ello se procedi6 a llevar a cabo ensa-

yos de Inmunoprecipitacion a partir de extractos totales provenientes de trofozoi-
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tos transgeénicos y los inmunoprecipitados se analizaron mediante electroforesis
SDS-PAGE (Figura 15). Los resultados mostraron que la banda detectada no
coincidié con el peso molecular esperado de 360 kDa sugiriendo que la proteina
puede estar formando complejos con ella misma u otras proteinas, debido a que
en su forma nativa se encuentra formando multimeros unidos por uniones no co-
valentes con lo cual la proteina GAATM-3HA no se disocié y migré en un peso

molecular mayor al esperado.

En el contexto de estos resultados, es importante sefalar que la proteina ATM
purificada y de extractos nucleares provenientes de células sin irradiar, migran con
peso molecular estimado de 600 kDa (Goodarzi & Lees-Miller, 2004). Asi mismo,
datos reportados han mostrado que en Xenopus leavis, la ATM (X-ATM) se obser-
vO como una proteina con peso molecular correspondiente entre 440 y 699 kDa,
en geles nativos (PAGE) por lo que se sugirié que en su estado nativo esta protei-
na tiene conformacion estructural de dimero o multimero (Robertson, Hensey, &
Gautier, 1999).

Los resultados también demostraron que la expresion de la proteina en extractos
totales es muy baja, por lo que se requiere Inmunoprecipitarla para poder identifi-
carla (Figura 15). Por otra parte los protocolos de purificacion publicados han lo-
grado producir cantidades relativamente pequefias de la proteina ATM de aproxi-
madamente 1 pg o menores (Goodarzi & Lees-Miller, 2004; Rhodes, Gilmer, &
Lansing, 2001; Scott et al., 1998; Smith et al., 1999).

Las condiciones empleadas para analizar la proteina fue bajo condiciones desna-
turalizantes en gel de poliacrilamida al 6% SDS-PAGE. Estas condiciones no fue-
ron suficientes para romper las interacciones de este complejo multimérico, por lo
gue se decidié tratar tanto a la muestra como al gel de poliacrilamida con urea a
una concentracion de 8M, obteniendo como resultado una banda en el peso mole-

cular esperado de 360kDa.

Una vez que se logré purificar la proteina con un anticuerpo anti HA, se requirié
utilizar un sustrato para comenzar a evaluar la actividad cinasa de la proteina

GdATMTell por lo que se decidié generar una proteina recombinante la histona
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H2A de Giardia duodenalis para ser utilizada como sustrato. Sin embargo, esto no
se logré debido a que no se pudo expresar la proteina en el vector de expresion
pET-100/D-TOPO (Figura 21) .En experimentos realizados para expresar la pro-
teina de interés se trabajo inicialmente con la cepa BL21 no se logré expresar ésta
(Figura 21) por lo que decidié emplear otras cepas como BL21-41, BL21-43 para
expresarla. La cepa BL21-41 posee una mutacion en las proteasas lon y OmpT y
esto reduce la degradacion de proteinas heterdlogas que se desean expresar en
tanto que la cepa BL21- 43 contiene una mutacion en el gen (rnel31) que codifica
para una enzima RNase E trunca que carece de la habilidad de degradar el
MRNA vy resultando en un aumento de su estabilidad (Zhu, Zhang, Lin, Liu, &
Zhao, 2014). Considerando estas caracteristicas, se propuso expresar el gen de
la histona H2A en estas tres cepas distintas lo que en principio reduciria la degra-
dacion de la proteina heteréloga y asi expresar la histona GdH2A. Los tiempos
analizados de induccion con IPTG fueron desde 30 minutos hasta la tercer hora
(figura 21), también se realiz6 la induccion 5, 6, 7, 12 y 24 horas a temperatura
ambiente y 4°C (resultados no mostrados). Sin embargo, no se logro expresar la
proteina. Asi mismo se secuencié la construccion realizada y se verifico que el
inserto estuviera en marco. Considerando todos estos resultados se concluy6 que

el gen fue toxico para las bacterias utilizadas.

.Una vez obtenida la proteina GAATM-TellHA por Inmunoprecipitacion se proce-
di6 a realizar los ensayos de fosforilacion in vitro mediante ensayos cinasa en pre-

sencia del sustrato especifico PHAS-I

Los resultados obtenidos demostraron interesantemente que la proteina putativa
de Giardia tiene actividad de cinasa y esta es dependiente del ion divalente man-
ganeso (Figura 22), una caracteristica mostrada en otras ATMs de organismos
eucariotas superiores a pesar de su alta divergencia. (Goodarzi & Lees-Miller,
2004; Kozlov et al., 2003)

En otros estudios realizados en el 2004 se demostré que la proteina ATM extraida
de placenta humana es dependiente de manganeso e inactiva en presencia de

magnesio en ensayos de fosforilacion in vitro utilizando como sustratos PHAS-I, es
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susceptible a los inhibidores wortamnina, cafeina y LY294002 a una concentracion
de 35 nM, 194 pM y 6 pM respectivamente (Goodarzi & Lees-Miller, 2004).

En este trabajo se determiné que la actividad in vitro de cinasa de GdAATM-3HA no
se vio afectada con el inhibidor especifico de ATM Ku55933 a una concentracion
de 125 puM en presencia de Mn?*, ni tampoco en presencia de rapamicina (inhibi-

dor especifico de mTOR) a una concentracion de 7.5 pM.

Comparado con otros organismos donde se empleo concentraciones menores y
se inhibio la actividad de cinasa de ATM; en lineas celulares HepG2 de cancer de
higado se evaluo la susceptibilidad de ATM a una concentracion de 10 uM Ku5593
resultando en una disminucién significativa de la actividad cinasa de esta proteina
(Matsuda et al., 2014). Por otro lado, en la linea celular 293T se empled una dosis
de 1 uM de rapamicina con la cual se observo una reduccion significativa de fosfo-
rilaciéon in vitro del sustrato PHAS-I (McMahon, Yue, Santen, & Lawrence, 2005).
Aungue esto apoya que el sitio de unién a rapamicina en ATM de Giardia duode-
nalis no esta conservado (Choi, Chen, Schreiber, & Clardy, 1996), no se puede
descartar que se requieran concentraciones mayores para ver una inhibicion en la

actividad de cinasa.

Aun cuando los resultados obtenidos demostraron que la GdAATM es una cinasa,
no se puede concluir si la proteina etiquetada tiene el comportamiento de una pro-
teina ATM ni tampoco se puede descartar que el comportamiento sea de TOR.
Dado que Giardia duodenalis es el Unico organismo eucariota en donde no se han
encontrado secuencias homoélogas de proteinas que participan en el mantenimien-
to de la estabilidad genémica como DNA-PK y ATR (Krinsley et al., 2011) y debido
a que este parasito posee un genoma reduccionista, es posible que la proteina

GdATM putativa pueda tener un comportamiento dual como ATM y TOR.
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14.- ANEXOS.
Anexo 1 - Medio TY-S-33 modificado

Los trofozoitos fueron cultivados en medio TYI-S-33 modificado. Se pesaron las
cantidades de los siguientes reactivos. Para la preparacion de 1 litro se requiere:
500 ml de agua destilada, 20 gr de caseina, 10 gr de extracto de levadura, 10 gr
de glucosa, 2 gr de NaCl ,0.6 gr de KH2PO4, 1.3 gr de K2HPO4.3H20, 2 gr de
cisteina, 0.2 gr de 4cido ascorbico y 0.012 gr de citrato de amonio férrico; se disol-
vido todo hasta llegar a un volumen final con un pH de 7.1, se mezclé con 890 ml

de H20, se filtrd con filtro de poro 0.22um de diametro.
Anexo 2 - Solucién Tfbl

Para preparar 500 ml :30 mM de KOAC,100 mM RbCl, , 10 mM de Ca Cl,, 50 mM

de MnCl,.4H,0, glicerol al 15% v/v diluido con acido acético.
Anexo 3 - Solucion Tfbll

Para 500 ml se disolvio: 10 mM de MOPS, 75 mM de CaCl,, 10 mM de RbCl,, 15

% de glicerol.
Anexo 4 - Buffer lisis

Para preparar 10 ml: 100 pul 1 M Tris-HCI pH 8.0, 25 ul 0.4M EDTA, 100 pl 10
mg/ml BSA, 200 pl 10 mg/ml RNAsa A, 1.5 gr de sacarosa, 10 mg de lisozima,

aforando hasta 10 ml con agua.
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15. Conclusiones:

El anticuerpo heterélogo de anti ATM no detecto la presencia de la proteina

GdATM
La proteina GAATM tiene actividad de cinasa.

GdATM es activada por Mn?*

No observamos efecto de inhibicion de Ku55933 ni de rapamicina a las

concentraciones de 125 uM y 7.5 M.

16.- Perspectivas

Evaluar la susceptibilidad de GdATM a diferentes concentraciones de los

inhibidores para asi lograr una caracterizacion farmacoldgica completa.

Clonar y expresar la GdH2A en sistema de baculovirus.

Evaluar la actividad cinasa de GAATM en el sustrato GdH2A.

Evaluar la actividad cinasa con inhibidos inespecificos de la familiaPI3K.
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