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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se planted analizar el efecto de poblaciones de trofozoitos de
Giardia que expresan al antigeno VSP9B10A durante su interacciébn con monocapas de
células epiteliales. Estudios previos mostraron que la proteina VSP9B10A es liberada al
medio durante la interaccion de los trofozoitos con células IEC-6 y que ésta tiene una zona de
homologia con la catepsina B, entre los residuos 324-684, por lo que puede tener una funcion
en la patologia de la Giardiasis.

Con la finalidad de analizar el efecto de la VSP9B10A se transfectaron trofozoitos de la cepa
WB y se obtuvieron poblaciones que expresaron constitutivamente la proteina VSP9B10A
(VSP9B10A.pAC) o poblaciones de trofozoitos en los cuales se bloqued su expresion
[VSP9B10A(INV).pAC]. En los ensayos de interaccion se emplearon tres modelos de células
epiteliales: IEC-6, MDCK y CaCo-2/TC7. La poblacion de trofozoitos que expresd
constitutivamente la proteina VSP9B10A indujo la separacion de las células de las monocapas
y también del sustrato en los tres tipos celulares, produjo el incremento del flujo paracelular
de dextran en las monocapas de células CaCo-2 y la deslocalizacién de las proteinas de las
uniones estrechas F-actina, ZO-1 y ocludina en estas células. La integridad de las monocapas
que se incubaron con los trofozoitos que no expresaron a la VSP9B10A no presentd cambios.

Por otro lado, después de la interaccion de los trofozoitos VSP9B10A.pAC con las células
epiteliales, se observaron cambios en el patron de localizacion de esta proteina, un incremento
en el nimero de transcritos vsp9bl0a durante la interaccion con las células epiteliales y se
detectdé una banda de protedlisis reactiva con el anticuerpo anti-VSP9B10A, en los
sobrenadantes de cultivos provenientes de la interaccion de células epiteliales con trofozoitos
VSP9B10A.pAC.

Estos resultados permiten sugerir que la proteina VSP9B10A puede ser un factor de
virulencia de G. duodenalis, ya que su expresion durante la interaccion con las células
epiteliales induce dafios en las monocapas de células epiteliales. Estos ultimos pueden deberse
a la actividad proteolitica de la VSP9B10A que posee una secuencia similar a una cistein

proteasa.
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ABSTRACT

In this research work, it was proposed to analyze the effect of a Giardia trophozoite
population that expresses the VSPI9B10A antigen during its interaction with epithelial cell
monolayers. Previously, it was reported that the VSP9B10A protein is released into the
culture media during the interaction of trophozoites with IEC-6 cells and that this protein has
an area of homology between residues 324-684 with cathepsin B, so this may have a role in
the pathology of Giardiasis.

To determine its effect on epithelial cells, trophozoites of WB strain were transfected to
obtain populations that stably expressed the protein (VSP9B10A.pAC) or a population in
which its expression was blocked [VSP9B10A(INV).pAC]. These trophozoites populations
were used in interaction assays with three epithelial cells models: IEC-6, MDCK and CaCo-2
| TC7. The population of trophozoites that constitutively expressed the VSP9B10A protein
induced: the separation of the cells from the monolayers and from the substrate in the three
cell types, increased paracellular dextran flux in the CaCo-2 monolayers and the
delocalization of tight junctions proteins F-actin, ZO-1 and occluding in this cell line. The
monolayers that were incubated with the populations that did not express the VSP9B10A

protein remained unchanged.

In these assays changes were also observed in: the VSP9B10A protein localization pattern,
the increase of the vsp9bl0a transcripts during trophozoite-epithelial cell interaction and a
proteolysis band reactive with the anti-VSP9B10A antibody that was detected in the
supernatants from the interaction of VSP9B10A.pAC trophozoites with the epithelial cells.

These results suggest that the VSP9B10A protein may be a Giardia virulent factor since the
trophozoite population that expresses it upon contact with the epithelial cells, induces
damages in the structure of these cells. This effect is related to the release of this protein into
the medium during the interaction with epithelial cells and it is possibly due to its sequence

similarity to a cysteine protease.
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INTRODUCCION

Giardia. Caracteristicas generales

Historia y Taxonomia

El descubrimiento de Giardia se atribuye al padre de la microbiologia Anton van
Leeuwenhoek quien describe a estos “animéculos” en muestras de enfermos con diarrea
(Dobell, 1920); aunque en 1859, el doctor F. Lambl lo re-descubrié denominéandolo
Cercomonas intestinalis. EI nombre con el que actualmente conocemos a este protozoario fue
asignado por Kluster en 1879 (Adam, 2001). La caracterizacion subsecuente de Giardia a lo
largo de 100 afios propuso que esta infeccion tenia un caracter especie-especifica
considerando los reportes en los que se observé que distintas especies de este parasito
infectaban exclusivamente a otros mamiferos ademéas del humano (Adam, 2001). La
clasificacion formal de Giardia se inici6 histéricamente con los trabajos de Francis P. Filice
en 1952, quien basado en las diferencias morfoldgicas de la estructura denominada cuerpo
medio de distintos aislados del paréasito dividié a este género en tres especies Giardia muris;
G. duodenalis y G. agilis las cuales se aislaron de ratones, humanos y anfibios
respectivamente. A la par de los avances en el desarrollo de la microscopia, la clasificacion de
Giardia se ampli6 afios después con tres nuevas especies denominadas G.psittaci aislada de
aves, G.ardeae de garzas y G. microti aislada de ratas de campo; esto en base a las diferencias
morfoldgicas en el disco ventral, el fleco ventrolateral y el quiste (Adam, 2001). Con los
avances en técnicas de microscopia y en biologia molecular en la década de los ochentas se
establecid la clasificacion taxonémica de Giardia en el Phylum Metamonada, Subphylum
Trichozoa, Superclase Eopharyngia, clase Trepomonadea, subclase Diplozoa, orden Giardiida
y Familia Giardiidae (Plutzer et al., 2010) y se sitGo como un eucarionte de divergencia
temprana y el miembro mas evolucionado de la familia Diplomonadida por su adaptacion al
parasitismo. Asi mismo, la tipificacion genética propuso su clasificacion en un total de ocho
ensamblajes: A, B, C, D, E, F, G y H (Plutzer et al., 2010) (Tablal). La aplicacion especifica
de estas técnicas al estudio de la especie G. duodenalis dio lugar a su separacion en dos
subgrupos genética y biologicamente distintos: los ensamblajes A y B, de los cuales el

segundo crece de manera mas lenta en cultivos in vitro en comparacion con el primero.
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Tabla 1. Clasificacion actual del género Giardia: Ensamblajes /genotipos y especies

A Giardia intestinalis Humanos, primates, perros,
Subtinos 1 v 11 (G.duodenalis/G.lamblia/ gatos, roedores y otros animales
posty G. enterica) de vida libre
Giardia intestinalis Humanos, primates y perros
B G.agilis, Anfibios
Subtipos 'y G.muris, Roedores
v G.psittaci, Aves
G. ardeae Aves
C/D Giardia canis Perros
E Giardia bovis Ovejas, cabras y vacas
F Giardia catis Gatos
G Giardia simodi Roedores

Adaptado de (R., 2008)

Ademas se ha propuesto que existe una diferencia en la virulencia de estos ensamblajes pues
existen reportes que relacionan al ensamblaje B (GS/M), que es el aislado mas frecuente en
las infecciones, con una sintomatologia persistente mientras que en el caso del ensamblaje A
se ha asociado con diarreas intermitentes (Homan and Mank, 2001; Karanis and Ey, 1998;
Nash et al.,, 1987). Sin embargo, hasta la fecha esta asociacion entre ensamblajes y
sintomatologia, esta sigue siendo controversial (Ajjampur et al., 2009; Al-Mohammed, 2011,
Bertrand et al., 2005; El Basha et al., 2016; Eligio-Garcia et al., 2008; Foronda et al., 2008;
Gelanew et al., 2007; Geurden et al., 2009; Haque et al., 2005; Laishram et al., 2012; Lebbad
et al., 2008; Minvielle et al., 2008; Read et al.; Ryan and Caccio, 2013; Sahagun et al., 2008).

Un aspecto que ha creado controversia en esta clasificacion y que ha sugerido la necesidad de
realizar una nueva revision a este género es la posible existencia de potencial zoonético en
los ensamblajes A y B mientras que el resto son especie-especificos (Covacin et al., 2011;
Karanis and Ey, 1998; Lebbad et al., 2011b; Lee et al., 2017b; Palmer et al., 2008; Pallant et
al., 2015; Piekarska et al., 2016; Plutzer et al., 2010; Ryan and Caccio, 2013). Otro problema
que apoya la revisién de la clasificacidn de esta especie es el uso indistinto de los nombres G.

duodenalis, G. intestinalis y. G. enterica; razon por la cual algunos autores proponen que el
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ensamblaje A debe ser agrupado en la especie G. duodenalis mientras que el B debe ser
denominado G enterica (Monis et al., 2009). Asi mismo, existe alta variabilidad genética en
Giardia y se han reportado nuevos sub—genotipos, esta variabilidad podria deberse a
recombinacion genética y a heterogeneidad alélica (Birky, 2010; Monis et al., 2009;
Teodorovic et al., 2007; Thompson and Ash, 2016). Con base en estas evidencias se propuso
una nueva clasificacion (Lujan and Svard, 2011)(Tabla 2).

Tabla 2. Nueva propuesta de clasificacion del género Giardia

Ensamblaje A Varios mamiferos incluyendo Trofozoitos piriformes con cuerpo

G. duodenalis el humano medio en forma de garra
G. enterica . Humanos y otros prlrrlates, Trofozoitos piriformes con cuerpo
Ensamblaje B perros y algunos mamiferos .
S medio en forma de garra
de vida libre
G. canis Ensamblaje C/D Perros y otros canidos Trofozoitos piriformes con cuerpo
medio en forma de garra
G. bovis Ensamblaje E Ganado Trofozoitos piriformes con cuerpo
medio en forma de garra
G. cati Ensamblaje F Gatos Trofozoitos piriformes con cuerpo
medio en forma de garra
G. simondi Ensamblaje G Ratas Trofozmt_os piriformes con cuerpo
medio en forma de garra
Ensamblaje H Mamiferos marinos
. Trofozoitos redondeados con un
G. muris Roedores - ~
cuerpo medio pequefio y redondeado
G. agilis Anfibios Trofozoitos alargados con cuerpo

medio en forma de bastén
Trofozoitos similares a G.

G. microti Roedores duodenalis. El quiste contiene a los
trofozoitos totalmente diferenciados
Trofozoitos redondeados con una
muesca en el disco ventral y un
G. ardeae Garzas flagelo caudal rudimentario. El

cuerpo medio tiene forma
redondeada

Trofozoitos piriformes con cuerpo
G. psittaci Aves medio en forma de garra. No posee
fleco ventrolateral

Adaptado de (Lujan and Svérd, 2011; Monis et al., 2009)
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Ciclo de vida y descripcion de estadios

El ciclo de vida de Giardia es directo; se caracteriza por dos estadios o etapas de
diferenciacion del parasito y por no requerir un hospedero intermediario. Este parésito es uno
de los pocos cuyo ciclo completo puede replicarse in vitro (Gillin et al., 1989). Comienza
cuando el estadio latente el quiste entra por via oral a un hospedero donde se desenquista a
nivel intestinal dando lugar a una forma transitoria llamada excizoito que se diferencia y da
lugar a dos trofozoitos, el estado vegetativo de este parésito. A través de un proceso de
enquistamiento, el trofozoito deja el ciclo celular y entra en un programa de diferenciacion
para dar lugar al quiste, el estado de resistencia que le permite sobrevivir en un ambiente con
condiciones adversas. El ciclo se completa cuando el quiste es ingerido de nuevo por un
hospedero.

El proceso de desenquistamiento inicia cuando el quiste llega al estbmago del hospedero
donde las condiciones de acidez del tracto digestivo inducen la ruptura de su pared. EI primer
estimulo acontece al entrar en contacto con los jugos digestivos, cuando el quiste detecta altas
concentraciones de iones hidrogeno seguido por el pH ligeramente alcalino de la primera
porcion del intestino delgado. En este sitio las proteasas y la presencia de nutrientes favorecen
la exocitosis de componentes prefabricados del parasito como hidrolasas, fosfatasas y
proteasas que acttan sobre la pared del quiste liberando por uno de sus polos al excizoito, una
forma transitoria inmadura tetranucleada que posee flagelos cortos. En general este proceso se
lleva a cabo de manera tan rapida que no existe tiempo para la transcripcion y traduccion de
nuevas proteinas, por lo tanto, una respuesta rapida a los estimulos de desenquistamiento y la
existencia de las estructuras del citoesqueleto preformadas son esenciales para la colonizacion
de los trofozoitos. Se ha reportado que la cinasa A y vias de sefializacion de calcio inician el
proceso de desenquistamiento (Carranza and Lujan, 2010). En este proceso son esenciales los
cuatro pares de flagelos que se encuentran intactos dentro del quiste ya que movimiento de
estos permite que concluya la liberacion del excizoito del quiste. Otro componente
fundamental en el desenquistamiento es el disco adhesivo; los fragmentos de esta estructura
que estan almacenados en el quiste se ensamblan rapidamente permitiéndole al trofozoito

adherirse a su célula blanco (Carranza and Lujan, 2010)
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Colonizacidn dol opitoho intostinal

Figura 1. Ciclo de vida de Giardia

El ciclo de vida de este parasito inicia cuando el hospedero ingiere el quiste, al pasar por el estomago el
pH &cido induce el proceso de desenquistamiento liberando al excizoito, una fase transitoria tetra-nuclear
que comienza a reorganizar el disco ventral y da origen a 4 trofozoitos. Posteriormente los trofozoitos se
adhieren al epitelio del intestino delgado principalmente al duodeno y el yeyuno medio donde se replican
por fision binaria o vegetativa longitudinal. Cuando los trofozoitos pasan al intestino grueso el cambio a
un pH alcalino, asi como la ausencia de colesterol y la presencia de sales biliares inducen el
enquistamiento de Giardia que involucra dos rondas de replicacion del DNA. Finalmente, los quistes son
expulsados en las heces, si el hospedero tiene una higiene deficiente puede re-infectarse o contaminar el
agua u otros fomites. Tomado de (Ankarklev et al., 2010), Universidad Nacional de Colombia, Copyright

Los excizoitos tienen una forma oval y cuatro ndcleos que rapidamente entra en dos rondas de
citocinesis y concluye la cariocinesis dando lugar a cuatro trofozoitos binucleados en 15 a 30
minutos después de su liberacién. Los trofozoitos maduros colonizan el duodeno y el yeyuno
medio en un lapso de 6 a 8 horas después de la ingestion de los quistes. La liberacion de estos
cuatro trofozoitos asi como su reproduccion por fision binaria longitudinal perece ser la
explicacion de la baja dosis infectiva de Giardia, 10 quistes (Rendtorff and Holt, 1954).

Una vez adherido el trofozoito al epitelio intestinal, éste necesita tomar nutrientes del medio
asi como colesterol y un pH acido para proliferar; si el pH se torna alcalino y el colesterol esta

restringido por la produccion de sales biliares, condiciones propias de la parte distal del

10


http://www.unal.edu.co/legal.pdf

Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

intestino delgado, se inducen vias de sefializacion que inician el proceso de enquistamiento
(Arguello-Garcia et al., 2009). El enquistamiento es el proceso por el cual el trofozoito se
diferencia de un estado activo a uno latente este involucra un drastico desensamblaje de
estructuras tales como el citoesqueleto, los flagelos y el disco adhesivo, la construccion de
otras como el aparato de Golgi-Like y la pared del quiste asi como la disminucién del
metabolismo del parésito y dos rondas de sintesis de DNA que producen en primer lugar una
forma binucleada 16N, y en la siguiente divisién cuatro ndcleos 4N y que tiene como
objetivo final producir una pared que encapsule al trofozoito y le brinde proteccién contra el
ambiente (Carranza and Lujan, 2010).

En la fase G2 del ciclo celular, en el que se ha replicado el material genético y las estructuras
celulares, los trofozoitos entran en el proceso de enquistamiento (Reiner et al., 2008). El
proceso de enquistamiento puede dividirse en tres pasos: el primero es la estimulacion, que
comprende la recepcion del estimulo la transmision de la sefial al nucleo y la expresion de los
genes especificos del enquistamiento; el segundo paso incluye la sintesis de los componentes
de la pared del quiste, la biogénesis de los organelos secretorios (Golgi-like) y el transporte de
los componentes de la pared celular hacia la membrana del parasito y el tercer paso que
involucra la exocitosis de las vesiculas especificas del enquistamiento (ESV) y el ensamblaje
de la pared (Carranza and Lujan, 2010).

En los andlisis in vitro de este proceso se ha determinado que la privacién de colesterol es el
estimulo necesario para que se inicie el proceso de diferenciacion. Se cree que esto se debe a
que in vivo, en el intestino del hospedero especificamente en el duodeno, la concentracion de
colesterol es baja en comparacién con las del ileon y el yeyuno y ya que Giardia no puede
sintetizar lipidos, la deteccién de la disminucion de su principal fuente de sintesis es
suficiente para iniciar la sefializacion. Aunque no se ha establecido el mecanismo por el cual
el trofozoito detecta el cambio en la concentracion de este lipido, algunos autores creen que es
el cambio en la fluidez de la membrana debido a la pérdida de colesterol lo que modifica la
actividad de receptores y lleva a la transcripcion de los genes especificos del enquistamiento
(Carranza and Lujan, 2010).

El analisis del transcriptoma del parasito durante el proceso de enquistamiento ha mostrado
que solo 18 genes se encuentran sobre-expresados durante la etapa temprana de este proceso e

incluyen los genes de las proteinas de la pared del quiste (CWPs 1-3), el factor de
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transcripcion Myb2 y los genes de la ruta de sintesis de carbohidratos (Morf et al., 2010). En
estudios realizados en el parésito se ha determinado que la via de sefializacién que se induce
cuando el trofozoito es expuesto a sales biliares (las sales biliares primarias como el colato y
el quenodesoxicolato muestran mayor eficacia de induccion) es la via de las MAP cinasas,
Rafl/MEK1/ERK1 donde la cinasa ERK1 activa los cuatro factores de transcripcion de
Giardia involucrados en el proceso de enquistamiento: SREBP que activa la biogénesis y la
biosintesis de precursores del homopolimero N-acetilgalactosamina, el principal componente
de la pared del quiste; gGLP1 y gARID1 los cuales actdan sobre el promotor de gen de la
proteina CWPL1 y por ltimo el factor de transcripcion gMyb2 que actda en el promotor de los
genes de las proteinas CWP1-3y G6P1 (Arguello-Garcia et al., 2009). Myb2 es considerado el
factor de transcripcion “maestro” de este proceso pues induce la transcripcion de los dos
principales componentes de la pared del quiste: las proteinas CWPs 1-3 y los mondémeros de
carbohidratos UDP-GalNAc que formardn el homopolimero de N-acetilgalactosamina
denominado “giardano” este constituye el 60% de la pared del quiste mientras que el 40 %
restante lo compone las proteinas CWPs (Karr and Jarroll, 2004).

Las proteinas CWPs son proteinas acidas con un extremo N-terminal hidrofdbico, una region
central de cinco repetidos de leucina en el caso de CWP 1y 2 y de cuatro repetidos completos
y uno incompleto en CWP3, implicados en la interaccion proteina-proteina y un extremo C-
terminal compuesto de repetidos ricos en cisteina (Elias E, 2008). La acumulacién de estas
proteinas en el reticulo endoplasmico induce la formacién de vesicula especificas de
enquistamiento (ESV’s) las cuales pasan de estructuras individuales, en la fase temprana del
enquistamiento a una red vesicular, trans-Golgi durante la fase tardia (Stefanic et al., 2009)
donde se llevan a cabo modificaciones postraduccionales como puentes disulfuro, unién de
isopéptidos y de grupos fosfato que son importantes para el ensamblaje de la pared del quiste
(Davids et al., 2004; Reiner et al., 2001; Slavin et al., 2002).

In vivo la presencia de estas vesiculas en el citoplasma del trofozoito es la primera
manifestacion morfologica del enquistamiento en tanto que in vitro lo es la pérdida de su
capacidad de adhesion y el cambio morfoldgico hacia una forma redonda u ovalada. Las ESV
contienen el material que formara la pared del quiste (CWM), este material se polimeriza
rapidamente después de su secrecion, de tal manera que forma la pared (CW) que recubre al
parésito 20 a 24 horas post- induccion in vitro (Carranza and Lujan, 2010).
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Figura 2. Mecanismos y cambios en la morfologia durante el enquistamiento de Giardia

La figura de la izquierda La figura de la izquierda representa las fases del enquistamiento en horas post-
induccién. Las flechas grises indican la direccion de la via. El primer paso es la produccién de las
proteinas de la pared del quiste CWPs en el Reticulo Endoplasmico (A); 2 hrs post-induccion el material
para la pared del quiste se separa para ser secretado de manera selectiva en los sitios de transicién del RE
(B). Las Vesiculas del enquistamiento comienzan a formarse e incrementan su tamafio (C) hasta que el
CWM es exportado desde el RE. La aparicion de los nucleos condensados en las ESVs (D) coincide con
el procesamiento de CWP2 y la distribucion del CWM en dos fracciones. Las ESV maduras intercambian
la CWP1 soluble via tabulos dinamicos en la membrana (E). Un fraccionamiento dentro de las ESV es
seguido de la separacién del CWM en distintos compartimentos (F); CWMfTl es secretada rapidamente
formando la pared exterior del quiste (G) seguida de la secrecion lenta de la fraccion CWMco (H) que
requiere varias horas para su condensacion en la membrana (Konrad et al., 2010). A la derecha se
muestran imagenes de microscopia electrénica de barrido en las cuales se observa el cambio gradual de la
forma aplanada de pera del trofozoito desde la zona dorsal-ventral (a-b) a una forma esférica (c-I). Los
flagelos se internalizan gradualmente mientras la célula se dobla debido al incremento del fleco y a la
depresién céncava que se forma en la region ventral (Midlej and Benchimol, 2009).

El mRNA de las proteinas CWP tiene su mayor expresion 7 horas post- induccion y el exporte
de proteinas desde el reticulo endoplasmico a las vesiculas ocurre después de 8 a 10 horas de
la post induccién in vitro. Antes de la excrecion del material de la pared del quiste éste es
fraccionado en dos porciones: la fraccion fluida (CWMfl) formada por CWP3 y un segmento
de CWP2 que sufre un proceso proteolitico y el nucleo (Como) constituido por CWP1 y el
extremo C-terminal de CWP2. La secreciéon de la fraccion fluida se completa en pocos
minutos y ocurre de manera simultanea a la reabsorcion de flagelos, el desensamblaje del

disco suctor y la division nuclear lo que provee estabilidad estructural al parésito.
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El nicleo formado por CWP3 y CWP2 crea la capa final del quiste; durante este proceso la
proteina SNARE es la que media la fusién de estas vesiculas a la membrana plasmatica
(Carranza and Lujan, 2010; Konrad et al., 2010). Una vez formado el quiste, el cual ya no es
adherente, es expulsado del intestino por los movimientos peristalticos y evacuado en las
heces. Si no existe una higiene adecuada, estos pueden ser ingeridos de nuevo via oral o
contaminar agua y comida, reiniciando de esta manera el ciclo de vida de Giardia.
Finalmente, la proteccion ofrecida por el quiste le permite a este parasito sobrevivir por largos

periodos de tiempo Yy resistir tratamientos quimicos que otros organismos no resisten.

Estadio vegetativo: Caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas del trofozoito

El trofozoito de Giardia es el estadio que sobrevive y prolifera en las condiciones que
prevalecen en el intestino delgado del hospedero. Este es microaerofilico y se caracteriza por
su apariencia piriforme de aproximadamente 12-15 um de longitud y 5 a 7 um de ancho y 1 a
2 um de grosor (Carranza and Lujan, 2010). El trofozoito presenta dos nicleos ovalados, los
cuales son transcripcionalmente activos, con apariencia de halo y con sus respectivos
nucléolos donde existe la maquinaria minima para la biogénesis de ribosomas que incluye el
reclutamiento del rDNA, el procesamiento del rRNA y la maquinaria de ensamblaje del
ribosoma. En la parte ventral del parésito se encuentran dos estructuras necesarias para
adherirse al epitelio intestinal: el disco adhesivo el flagelo ventrolateral la zona vacia y el
cuerpo medio. Ademéas posee ocho cuerpos basales con sus respectivos cuatro pares de
flagelos distribuidos en los pares anteriores, posterolaterales, ventrales y caudales que le
confieren diferentes direcciones en su motilidad (Adam, 2001; Midlej and Benchimol, 2009).
En el trofozoito también se encuentran vesiculas periféricas cercanas a la membrana y
mitosomas que se agrupan de manera linear entre el ndcleo pero también se encuentran
dispersos en el citoplasma (Adam, 2001). A continuacion, se describen de manera mas

detalladas las estructuras y mecanismos bioldgicos del trofozoito de Giardia.

Los nucleos de este parasito son dos estructuras ovaladas diploides (2N) de aproximadamente
1 um de didmetro (Carranza and Lujan, 2010). Ambas copias se replican y se segregan por
citocinesis durante cada ronda del ciclo celular (Ghosh et al., 2001); al respecto los estudios

mas recientes de microscopia electronica sobre la mitosis en Giardia han mostrado que el
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disco ventral y los cuerpos basales dirigen este proceso (Carranza and Lujan, 2010). Aunque
los nucleos parecen similares se han reportado diferencias entre ellos como la asincronia en el
inicio de la replicacion asi como diferencias morfoldgicas y en el nimero de poros nucleares,
esto Ultimo sugiere una actividad fisioldgica distinta entre ellos (Benchimol, 2004; Carranza
and Lujan, 2010; Wiesehahn et al., 1984). Asi mismo recientemente se evidencio que el RNA
pequefio (SnoRNA) que es un precursor del micro RNA miR2 se localiza mayoritariamente en

uno de los ndcleos (Saraiya and Wang, 2008).

El nucléolo es la region especializada del ndcleo donde el rRNA se sintetiza y procesa, asi
como el lugar donde las subunidades del ribosoma son ensambladas. En Giardia esta region
es un compartimento intra-nuclear de 0.2 a 0.5 um de diametro; es de naturaleza fibro-
granular y fue localizada utilizando los marcadores especificos 16sRNA, fibrilarina, CBF5 y
la rRNA pseudouridin sintetasa asi como microscopia electrénica de barrido (Carranza and
Lujan, 2010; Jimenez-Garcia et al., 2008; Tian et al., 2010).

El disco ventral o adhesivo es una estructura concava constituida por capas paralelas de
microtubulos de a y B-tubulina, que asemejan una espiral y es distinta entre especies (Midlej
and Benchimol, 2009). Esta se encuentran perpendicularmente unida al citoplasma por
estructuras de microcintas (Dawson, 2010), las espirales se unen en las puntas creando un area
circular que carece de proteinas del citoesqueleto de manera que forman el area vacia en el
centro del disco suctor. En esta area se concentran vesiculas, por lo que se considera que es
una region especializada en procesos de endocitosis y exocitosis y en el intercambio entre el
parasito y el hospedero (Lanfredi-Rangel et al., 1999). En general al disco suctor se le
considera un factor de virulencia del parasito ya que es necesaria para que el trofozoito se
adhiera a las células intestinales. El fleco ventrolateral, la cresta ventrolateral y el &rea vacia
secuencialmente hacen contacto con el epitelio durante la adhesion del trofozoito (Hagen et
al., 2011).

La cresta lateral se localiza en el borde exterior del disco ventral. Cuando el trofozoito se
adhiere al epitelio intestinal a través del disco ventral la cresta se proyecta hacia abajo
generando una especie de marca en la superficie epitelial cuando el trofozoito es removido,

parecida a la herradura de un caballo (Palm et al., 2005).
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El cuerpo medio es una estructura en forma de coma que varia de forma y grosor entre
especies. Se localiza de manera transversal en la parte baja del disco ventral y perpendicular
al eje central del trofozoito; esta formado por 1 a 6 pequefias estructuras de microttbulos que
varian en su forma asociadas a cinasas regulatorias como la aurora quinasa y ERK1. Este se
conecta a la membrana plasmatica, el disco ventral y el flagelo caudal (Davids et al., 2008;
Ellis et al., 2003). Funcionalmente el cuerpo medio es una estructura dindmica que constituye
el mayor centro organizador de microtubulos y es la fuente para ensamblar el disco ventral
después de la mitosis ademéas de que su presencia estd coordinada con el ciclo celular
(Crossley et al., 1986). Asi mismo, la ausencia del cuerpo medio en algunos trofozoitos y su
presencia diferencial en los estadios de Giardia parece indicar que funciona como un

almacenamiento temporal de tubulina (Piva and Benchimol, 2004).

El funis es otra estructura en Giardia constituida por un arreglo de microtubulos cortos
interconectados en forma de bandas, los cuales se encuentran anclados al flagelo
posterolateral y a la membrana celular y asociados dorsal y ventralmente con los axonemas
del flagelo caudal. Lo anterior ha llevado a postular que funciona como una especie de caja
toracica donde junto con los axonemas permite la flexion dorsal y con ello el desprendimiento
del trofozoito del epitelio intestinal (Carranza and Lujan, 2010; Ghosh et al., 2001; Midlej and
Benchimol, 2009).

Los flagelos tienen su origen en los cuerpos basales y son estructuras que participan en la
liberacion del trofozoito del quiste y le permiten migrar al sitio que colonizaran y en el cual
completaran la citocinesis. Los ocho flagelos de Giardia estdn organizados en cuatro pares
(9+2 microtubulos en cada arreglo) que difieren en su patron de golpes y longitud del
axonema (Dawson and House, 2010). En el caso del flagelo ventral se ha propuesto que el
ritmo de su ondulamiento provee una presidn negativa que permite al disco suctor adherirse al
epitelio (Holberton, 1973) aunque otros estudios indican que no parece ser prioritario en la
adhesiéon (House et al., 2011). En tanto el flagelo caudal ha sido involucrado junto con el
funis en la flexion dorsal de trofozoito. Recientemente se reportod que los flagelos tienen un
papel central en la divisién celular al dirigir a las células hijas en direcciones opuestas durante
la citocinesis (Hardin et al., 2017).

En general el citoesqueleto que forma las estructuras antes descritas estad basado en
microtubulos, pero también se encuentra integrado por proteinas especificas de Giardia como
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las o-giardinas, Nek cinasas, proteinas con repetidos de anquirina, asamblinas de fibras
estriadas (SALP-1, B y & giardina) y las mas caracteristicas y altamente inmunogénicas las y-
giardinas que constituyen el disco ventral. El citoesqueleto carece de miosina y ademas esta
conformado por proteinas que son altamente divergentes de las proteinas de union a actina
(Nohria et al., 1992; Palm et al., 2005).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas del trofozoito de Giardia

En A se muestra un esquema en el que se sefialan el disco ventral y la distribucion de los microtdbulos en
el (vdMT) y su arreglo en espiral (snMT), la zona vacia (ba) la cresta ventrolateral (Ic), el fleco
ventrolateral, el funis, el cuerpo medio (mb) y los cuatro pares de flagelos, caudal (cfl), anterior (afl),
ventral (vfl) y posterior (pfl). B es una imagen de microscopia electrénica de barrido de la extraccion con
detergentes del citoesqueleto que muestra con mayor detalle la composicion del disco ventral, la zona
vacia (ba) justo en medio de la cresta ventrolateral (Ic) y el fleco ventrolateral (mg). Tomado de
(Woessner and Dawson, 2012).

El trofozoito de Giardia posee un sistema de trafico membranal muy distinto al de
eucariontes superiores pues se encuentra reducido y representa una adaptacién a la vida
parasitaria. Esta estructura inicia en la membrana externa de los ndcleos y se prolonga al
reticulo endoplasmico sin que exista un aparato de Golgi caracteristico aungue el reticulo
endoplasmico funciona como un Golgi-like, ya que posee una estructura basica de transporte
de vesiculas, endosomas y lisosomas, que incluye a las moléculas clatrinas, coatdomeros
(COP) 1 y IlI, ARF, dos complejos de proteinas adaptadoras AP1, un receptor sensible a
factores de adhesion (SNARE) y Rab, siendo estas ultimas dos moléculas factores claves para
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procesos de fusion de membranas (Arguello-Garcia et al., 2009). En esta estructura también
se lleva a cabo la maduracién de proteinas sin embargo Giardia posee un sistema de
glicosilacion rudimentario que involucra la adicion de N-acetil glucosamina via enlaces Asn u
O sin necesidad de un sistema con control de calidad (Ratner et al., 2008).
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Figura 4. Sistema membranal y de transporte en Giardia

En la imagen de microscopia de barrido de un corte el longitudinal de un trofozoito se observa el reticulo
endoplasmico (ER) y su comunicacion con los nicleos(N) asi como las vesiculas periféricas (V). El disco
ventral (D), la zona vacia de este (BA), los cuerpos basales y los flagelos caudal y ventrolateral también
se muestran en la imagen. En la imagen inferior se muestra una amplificacién de las vesiculas especificas
del enquistamiento (ESV), que forman parte del sistema de transporte y dan origen a un Golgi-like
durante el enquistamiento. Toda la estructura del sistema membranoso y de transporte se engloba en el
diagrama de la derecha. La endocitosis mediada por las vesiculas periféricas en flechas azules; la
exocitosis en flechas grises lo cual ejemplifica el transporte de las proteinas variables de superficie
(VSP’s) que recubren la superficie del trofozoito; también se muestra el transporte de las proteinas de la
pared del quiste en las vesiculas especificas del enquistamiento (ESV), la fraccién fluida (fl) y la fraccién
condesada (CO) de la pared del quiste. Adaptado de (Lujan and Svérd, 2011).

Los mitosomas son remanentes mitocondriales que han sido identificados en Giardia, los
cuales se distribuyen principalmente en un arreglo lineal a lo largo de los cuerpos basales,
entre los nucleos, asi como aleatoriamente en el citoplasma existiendo entre 40 y 50 en cada
parasito (Martincova et al., 2015; Regoes et al., 2005). Estas pequefias estructuras, de 140x70
nm, de doble membrana no tienen genoma; estan compuestos por el centro flavina-hierro-

sulfuro involucrado en el sistema de transporte de electrones y la maduracion de proteinas
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(IscU y ferredoxina) sin embargo, no son productores de ATP (Einarsson et al., 2016; Tovar
et al., 2003). La maquinaria de importacién en el mitosoma se encuentra reducida; solamente
se han identificado en la membrana externa a TOM40 y en la membrana interna a pam 16 y
pam 18; otras proteinas identificadas son las chaperoninas 60 y 10 asi como mtHSP70 y co-
chaperonas GrpE y Jac-1 (Dolezal et al., 2005; Jedelsky et al., 2011; Regoes et al., 2005).
Recientemente se reportd que estos organelos no se fusionan, que su division esta
sincronizada con la mitosis y que de manera similar a la mitocondria estan conectados con el
reticulo endoplasmico. Ademas, se mostrd que el quiste contiene dos conjuntos de estos

organelos (Voleman et al., 2017).

Figura 5. Caracteristicas morfolégicas y estructurales del mitosoma de Giardia

En la imagen superior izquierda se muestra una microscopia de barrido de los mitosomas centrales
Giardia (M) y su proximidad con uno de los nlcleos (N). En el panel inferior se muestra un trofozoito en
el cual se han tefiido los mitosomas mediante inmunofluorescencia indirecta contra la proteina UsF, en
esta se aprecia la distribucién tanto central como periférica de los mitosomas. El esquema superior
derecho muestra las proteinas del sistema de transporte del mitosoma cuyos genes han sido identificados
en Giardia (en color) haciendo énfasis en la reduccion de la maquinaria de importacién al compararla con
la presente en la mitocondria (en gris). La misma reduccién se evidencia en la maquinaria de ensamblaje
del centro hiero-azufre donde las proteinas identificadas hasta el momento también se muestran en color y
las presentes en la mitocondria en gris. Adaptado de (Lujan and Svérd, 2011).
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Las vesiculas periféricas en Giardia cumplen la funcion de lisosomas o peroxisomas los
cuales se no se han descrito en este parésito. En el &rea vacia y la periferia dorsal se
encuentran una gran cantidad de estas vesiculas las cuales participan en la endocitosis y
exocitosis y pueden tornarse acidas y adquirir caracteristicas de un lisosoma con actividad
proteolitica y de hidrolasa; ademés se encuentran en comunicacion con el reticulo con lo que
el material endocitado es transportado al interior de la célula. Por otro lado, también se ha
demostrado la secrecion de proteinas en este parasito se da de manera convencional a traves
de un péptido sefial en el extremo amino terminal o como en el caso de las proteinas Variables
de Superficie (VSPs), por una sefial presente en el tallo citoplasmético conservado que lleva
al transito por el citoplasma a través del reticulo, aunque la liberacion de enzimas metabdlicas
ocurre por una via de exportacion no convencional (Ringqvist et al., 2008).

Asi como los organelos de Giardia sufren reduccion como una adaptacion para llevar a cabo
exitosamente un estilo de vida parasitico, este eucarionte también se caracteriza por tener vias
metabdlicas severamente restringidas; esta particularidad fue determinada mediante la
secuenciacion de su genoma (Morrison et al., 2007). En general este parasito es dependiente
de los lipidos del hospedero y del rescate de las vias de las pirimidinas y purinas. Ademas, la
singularidad de ser un eucarionte de divergencia temprana se hace evidente con la presencia
de genes que codifican para proteinas metabdlicas de bacterias y arqueas las cuales son los
componentes mayoritarios en los sistemas metabdlicos y de desintoxicacion de Giardia
(Morrison et al., 2007).

Metabolismo energético: El trofozoito de Giardia toma del lumen intestinal de manera
pasiva, metabolitos como glucosa y arginina mediante fagocitosis y pinocitosis, los cuales
representan su mayor fuente de energia; los carbohidratos son catabolizados mediante la via
de Embden-Meyerhof y la via de las hexosas monofosfato generando como productos finales
etanol, acetato y CO> mientras que las reservas son almacenas en forma de glucégeno sin
embargo estas vias son dependientes de la disposicion de oxigeno (Adam, 2001; Schofield et
al., 1991) y debido a que Giardia se ha adaptado a condiciones microaerofilicas donde el
oxigeno, el ultimo aceptor de electrones de la fosforilacion oxidativa esta severamente
restringido, esta via no es la prioritaria para la obtencion de energia. Giardia recurre a la via
de la arginina hidrolasa (ADH) en la cual la descomposicion del amino&cido arginina genera
cuatro veces mas ATP que cantidades equimolares de glucosa (Schofield et al., 1990;
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Schofield et al., 1992). Las enzimas encargadas de catabolizar a la arginina son ADI (arginina
deaminasa), OCT (ornitina carbamoil transferasa), CK (carbamato cinasa) y ornitina
descarboxilasa cuyo producto final es una molécula de ATP, CO2 y amonio (Schofield et al.,
1992). Las enzimas ADI y OCT son liberadas por el trofozoito hasta el lumen intestinal
durante la interaccion de este con el hospedero, estableciendo una competencia por la arginina
y a la vez bloqueando la produccién de 6xido nitrico, un potente agente anti-giardia y una de

las primeras lineas de defensa contra la colonizacion del parasito (Ringqvist et al., 2008).
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Figura 6. Vias metabdlicas identificadas en Giardia

En el esquema se muestran el metabolismo de la glucosa, pentosa fosfato y arginina en Giardia. EI codigo
de color muestra las enzimas similares con Archeas en rojo, con bacterias en purpura y con eucariontes en
azul. En negro aquellas que no tienen homologia. Tomado de (Morrison et al., 2007).
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Metabolismo de amino&cidos, lipidos y nucledtidos: Giardia tiene una habilidad limitada
para sintetizar aminodcidos de novo por lo que los obtiene del espacio extracelular via
transporte activo o difusion. Principalmente existe una alta demanda de cisteina debido a la
abundancia de este aminoacido en las proteinas Variables de Superficie, uno de los
principales antigenos del parasito, asi como por su actividad como agente reductor que
funciona como proteccion contra el dafio inducido por especies reactivas de oxigeno
(Einarsson et al., 2016; Jerlstrom-Hultqvist, 2012; Mastronicola et al., 2016; Morrison et al.,
2007).

En cuanto a la sintesis de &cidos grasos y lipidos, estudios recientes han demostrado que
Giardia puede sintetizar algunos de ellos. Ademas, se ha reportado que el metabolismo de
esfingolipidos es regulado durante la diferenciacion celular y es critico para el enquistamiento
(Jarroll et al., 1981; Sonda et al., 2008; Yichoy et al., 2011). ElI metabolismo de nucle6tidos
también es limitado en Giardia pues solo estan presente las vias para obtener pirimidinas y
purinas y debido a la falta de ribonucledsidos reductasa necesita las rutas de salvamento de
desoxinucleosidos via desoxinucleésidasas (Adam, 2001; Laoworawit et al., 1993).
Desintoxicacion de oxigeno: Giardia tolera bajas concentraciones de oxigeno y de especies
reactivas de oxigeno. Recientemente se ha propuesto que en el intestino delgado existe una
alta capacidad de amortiguar el potencial redox y que esta puede ser la razén por la que
Giardia coloniza esta zona (Mastronicola et al., 2011). Una de las razones de esta baja
tolerabilidad al oxigeno es la presencia de la enzima DT-diaforasa que genera peroxido de
hidrdgeno bajo condiciones aerdbicas en Giardia, otra razon es que enzimas del metabolismo
intermediario del piruvato en el parasito son altamente sensibles al oxigeno (PFOR y Fe-Fe
hidrogenasa). Ademas, este parasito carece de catalasa, superoxido dismutasa y del sistema de
glutatién reductasa, que son los sistemas convencionales de eliminacion de especies reactivas
de oxigeno. La desintoxicacion de estas especies se lleva a cabo con un sistema de proteinas
parecidas a la tiorredoxina junto con NADH oxidasa, proteinas como la flavodiron y
flavohemoglobina ademas de una superoxido reductasa adquiridas al parecer de donadores de
origen procarionte (Brown et al., 1998; Di Matteo et al., 2008; Mastronicola et al., 2016;
Rafferty et al., 2010; Vicente et al., 2009).
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El genoma, transcriptoma y proteoma de Giardia

El genoma de Giardia es de particular interés en el aspecto evolutivo por ser un eucarionte de
divergencia temprana. En éste se pueden encontrar formas simplificadas de muchos procesos
celulares ya que posee subunidades basicas, enzimas homdlogas a las bacterianas y un
repertorio metabdlico conservado en parasitos, ademas es posible apreciar la transferencia
lateral de genes con bacterias termoanaerdbicas, en las proteinas DnaK, cpn60, NADH,
alcohol deshidrogenasa, glucosamina 6-fosfato isomerasa asi como otras enzimas de la via de
las pentosas fosfato (Morrison et al., 2007). En total se han identificado en Giardia 15 genes
adquiridos por transferencia horizontal de los cuales la mitad estdn asociados a la
sobrevivencia en un ambiente anaerdbico. Otro aspecto relevante de este genoma es que su
heterocigosidad es menor al 0.01 %, parametro esperado para un organismo que realiza
reproduccion sexual y no para uno que se divide de manera asexual (Birky, 2010; Morrison et
al., 2007; Teodorovic et al., 2007). Las explicaciones que se han generado para comprender
este fendmeno es que puede existir intercambio de material genético entre los nucleos, lo que
genera diferencias entre estos ademas de la presencia de genes especificos de la meiosis
(Morrison et al., 2007; Ramesh et al., 2005). Varias evidencias sobre recombinacion genética
en este parasito incluyen; 1) la fusion que ocurre entre los ndcleos en los quistes, es decir la
cariogamia que fue observada por microscopia electronica de transmision (Carranza and
Lujan, 2010); Il) la presencia de genes homologos relacionados con la meiosis, II1) los
estudios de recombinacion en el ensamblaje All y IV) el intercambio de plasmidos
episomales entre los nucleos y de marcadores integrados a cromosomas (Carpenter et al.,
2012; Cooper et al., 2007; Jirakova et al., 2012; Poxleitner et al., 2008). También existen
diferencias en el nivel de heterocigosidad entre ensamblajes siendo comiunen B, C, Dy E
pero menos frecuente en A, F y G (Lebbad et al., 2010). Varios grupos de investigacién han
propuesto un modelo que trata de explicar este fendmeno; este consiste en la fusion de
trofozoitos que es seguida de una reduccién del genoma a través de la perdida de cromosomas
hasta que la tetraploidia es alcanzada proceso durante el cual el genoma puede sufrir
diplomixis, conversion de genes y o recombinacion (Andersson, 2012).

Particularmente el genoma de Giardia tiene un tamario de aproximadamente 12.1Mb, del cual
el 77% corresponde a regiones codificantes. EI genoma del aislado WB tiene un contenido de
GC del 49% organizado en cinco cromosomas cuyos tamafios van de 0.7 a 3 Mb, los cuales
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estan flanqueados por secuencias teloméricas similares a las que se encuentran en eucariontes
(Morrison et al., 2007). Estas diferencias en el tamafio se han atribuido a la frecuencia de
recombinacion de las regiones teloméricas. Ademas existe evidencia de diferencias en el
numero y tamafo de los de cromosomas presentes en cada uno de los dos nucleos, diferencias
que fueron detectadas en andlisis citogenéticos que mostraron desigualdades entre los
ensamblajes A y B (Tumova et al., 2007). Resultados preliminares del proyecto del genoma
de Giardia reportaron que esta constituido por 6470 genes muchos de los cuales no poseen
intrones (solo se han identificado intrones cis en 5 genes) 1800 de estos genes se sobreponen
mientras que 1500 se encuentran separados por al menos 100 nucleodtidos y 2403 estan
duplicados (Morrison et al., 2007; Roy et al., 2012).
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Figura 7. Los cromosomas de Giardia

En la imagen se muestra el mapa de los cromosomas de Giardia WB C6. El tamafio de los cromosomas
se indica en la barra horizontal; el mapa también muestra los scaffolds (nGmeros y tamafios se muestran
en colores a lo largo de los cromosomas) asociados a cada cromosoma. Las cabezas de flechas indican la
orientacion de estos. Los nimeros indican secuencias de sondas cromosoma-especificas. Las estrellas
muestran genes marcadores del cromosoma, las lineas en zig-zag representan las secuencias teloméricas y
los rectdngulos genes de rRNA. Tomado de (Upcroft et al., 2010).
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En cuanto a las maquinarias de sintesis de DNA, transcripcién, procesamiento de RNA y del
ciclo celular éstas estadn reducidas y son mas parecidas a las de protistas que a las de
eucariontes. Giardia posee solamente dos complejos de reconocimiento del origen de
replicacion; carece de proteinas reguladoras del inicio de la replicacion y la estructura de la
DNApol ¢ y & corresponde a las del reino Archaea aunque si posee las histonas canonicas
encontradas en eucariontes, con excepcion de la histona H1 (Yee et al., 2007). Ademas.
comparte con los eucariontes el complejo de la DNApol a y el core de las RNA pol I, II y III
y el nimero de factores de transcripcion es menor al presente en otros eucariontes. Aunque no
existen enzimas de la biosintesis de bases nitrogenadas en su genoma, se han descrito
sintetasas de tRNA (Morrison et al., 2007).

En Giardia los promotores de inicio de la transcripcion son pequefios y ricos en A/T, sin una
caja TATA identificable (Adam, 2000). Los 5° UTRs también son cortos, entre 4 y 14
nucleétidos, y no se ha identificado la secuencia correspondiente a la que reconoce al
ribosoma (Shine-Dalgarno en procariontes y Kozak en eucariontes). EI complejo de proteinas
que se unen a la caja TATA encontrada en Giardia es completamente divergente del de
eucariontes encontrandose solamente 21 de las 28 proteinas del sistema eucarionte RNA pol
I-111, con 6 de los componentes de las polimerasas especificas perdidos; 4 de los factores de
inicio de la transcripcion y 9 proteinas asociadas a ellos, de las 29 presentes en eucariontes
(lyer et al., 2008). Los mRNAs tienen bloqueado el extremo 5, sugiriendo una estructura de
cap, sin embargo no parece estar en todos; por otro lado, se han identificado dos factores de
transcripcion distintos a 4E en Giardia uno de los cuales se une a TMG cap y el otro al m7
cap (Li and Wang, 2005). La poliadenilacién se lleva a cabo por un sistema rudimentario que
reconoce la secuencia AGTPUAAP vy es seguido de la adicion de la cola de adeninas de 10 pb
rio abajo de la secuencia PAS (Adam, 2001). Recientemente se ha descrito que el trans-
splicing ocurre en Giardia especificamente en los genes que codifican para las proteinas
HSP90 y una proteina del motor de dineina (Kamikawa et al., 2011). En las cepas WB y GSH
se detectaron una gran cantidad de transcritos estériles que son transcritos anti sentido cuya
abundancia se ha asociado a promotores bidireccionales o a su degradacién ineficiente aunque
existe una via canonica para la degradacién de transcritos en este parasito como el exosoma
(degradacion 3°-57) (Williams and Elmendorf, 2011).
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Figura 8. Maquinarias de inicio de la replicacion, transcripcion y poliadenilacion en Giardia

En la imagen se muestra una comparacién entre los complejos de multiproteinas entre Giardia y
Saccharomyces cerevisiae. En la iniciacion de la replicacién se ensamblan mdltiples factores de la
iniciacion en el origen de la replicacion en el caso de los genes de S. cerevisiae mientras que Giardia
tiene menos proteinas de reconocimiento del origen de la replicacion y mas iniciadores del complejo de
pre-iniciacion. En el caso de la iniciacion de la transcripcion en S. cerevisiae se inicia por el complejo de
pre-iniciacion consistente del complejo RNAP Il (12 subunidades) y los factores generales de la
transcripcion TFIIA (2), TFIIB (1), TFIID (TBP plus 14 TAFs), TFIIF (3), TFIE (2), TFIIH (10) y el
mediador. Estos factores reconocen el promotor, la caja TATA y el elemento iniciador (IRN). Los
promotores en Giardia tienen un elemento iniciador rico en AT pero ha perdido muchos de los factores
generales de la transcripcion. Por Gltimo, el complejo de poliadenilacion en S. cerevisiae reconoce una
secuencia rica en A/U y contiene al menos 25 proteinas en la subunidad mayor de RNAPII. La sefial de
poliadenilacién en Giardia es AGTAAY Yy tiene muy pocas de las proteinas de la poliadenilacién
presentes en la levadura. Tomado de (Morrison et al., 2007).

En el genoma de Giardia existen varias familias de genes Unicas: proteinas con repetidos de
ankirina, Nek cinasas, giardinas, proteinas Variables de Superficie (VSPs) y proteinas de
membrana ricas en cisteina (HCMPs). La familia de genes de las proteinas ricas en repetidos
de ankirina es la mas grande en Giardia; 436 genes de su genoma tienen al menos uno de
estos repetidos; estas proteinas son comunes en bacterias y eucariontes y tipicamente forman
parte de interacciones proteina-proteina.
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Recientemente se localizd una proteina con 21 de estos repetidos se en el disco ventral y la
cresta ventrolateral (ElImendorf et al., 2005; Hagen et al., 2011). Relacionada con esta familia
de genes se encuentra la familia de las Nek cinasas ya que también son ricas en repetidos de
ankirina; se han identificado 197 de estos genes, aunque 137 de las proteinas para las que
codifican han perdido su sitio catalitico. La principal funcion de esta cinasas es controlar la
entrada del trofozoito en el ciclo celular (Morrison et al., 2007).

Las giardinas, por otra parte, son proteinas de unién del citoesqueleto de las que existen
cuatro tipos: a, B, 6 y y. La mas relevante es el subtipo a-giardina la cual esta integrada por 12
genes. Las proteinas para las que codifican se localizan en el flagelo, la membrana y otras
partes del citoesqueleto. La proteina a-1 giardina es una de las proteinas inmunodominantes
mas importante de Giardia por lo que se ha planteado el disefio de vacunas en base a ésta
(Jenikova et al., 2011). En cuanto al resto de la familia las formas 3 y & son miembro de las
fibras estriadas y se encuentran predominantemente en el disco suctor (Palm et al., 2005),
mientras que no se ha reportado una localizacion especifica para la y-giardina (Nohria et al.,
1992).

Distribuidos a lo largo de los cinco cromosomas de Giardia se encuentran genes de la familia
de las VSPs, casi ninguno en posicion telomérica. En el genoma de Giardia WB se han
identificado 303 de estos genes vsp, de los cuales 228 se encuentran completos. El tamafio de
estos genes es altamente variable y va desde 222 pb a 6.8 kb, se encuentran en arreglos
lineales y generalmente estan invertidos o en arreglos en tandem ademas de gque son los genes
con mayor nimero de duplicados en el genoma de Giardia (Adam et al., 2010). Estos genes
codifican para proteinas que funcionan como antigenos de superficie implicados en la
evasion de la respuesta inmunoldgica del hospedero por lo que se ha sugerido que la
duplicacion permite ampliar la capacidad del parasito para re-infectar e infectar una gran
variedad de hospederos (Sun et al., 2010). Los genes que codifican para las proteinas de
membrana ricas en cisteina son la dltima familia de genes mas numerosa en el genoma de
Giardia WB; se han identificado 61 de estos genes y se han agrupado en 9 clases.
Estructuralmente comparten caracteristicas con las proteinas VSPs; especificamente tienen
repetidos Cys-X-X-Cys abundantes aunque los repetidos Cys-x-Cys son exclusivos de esta
familia (Adam, 2001).
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Figura 9. Distribucion de los genes de las proteinas VSP y HCP en los cromosomas de Giardia
Esquema que muestra la densidad y localizacién de genes VSP en los cinco cromosomas de Giardia. Las
lineas rojas representan a las proteinas ricas en cisteina y las azules a las proteinas variables de superficie
(VSP’s). El eje de las X es una escala en kilobases. Tomado de Morrison 2007.

La funcion de estas numerosas proteinas no se ha determinado aunque se ha encontrado que la
expresion de algunos de sus miembros se incrementa durante la interaccion con células
epiteliales mientras que el gen de la proteina HCNCp aumenta su expresion durante el
enquistamiento (Davids et al., 2006; Ringqvist et al., 2011).

En general el interés por analizar el genoma y transcriptoma de Giardia radica en su
relevancia en estudios evolutivos, por ser un eucarionte de divergencia temprana. Ademas de
que estos analisis pueden ayudar a establecer qué genes se encienden y cuéles se apagan
durante el ciclo de vida del parasito, a determinar los mecanismos involucrados en la
infeccion del hospedero y en cudl es su respuesta a distintos farmacos (Birkeland et al., 2010;
Ma'ayeh and Brook-Carter, 2012; Morf et al., 2010; Muller et al., 2007; Ringqvist et al.,
2011).

En cuanto al proteoma en Giardia los estudios se han enfocado al analisis de proteinas
involucradas en: la estructura y biologia celular, la interaccion hospedero-parasito y la
variacion del proteoma en los diferentes ensamblajes/genotipos de este protozoario. En lo
correspondiente a la estructura y biologia celular se identificaron, mediante el uso de
electroforesis de doble dimension y espectrometria de masas, las proteinas que integran el
citoesqueleto de Giardia: a y B-tubulina, 1a-giardina, B, 8 y y-giardina'y SALP-1 (Palm et al.,
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2005). Ademaés de la composicion del citoesqueleto, se analizaron las vesiculas especificas del
enquistamiento (ESV), los ribosomas, el proteosoma y los mitosomas. En las ESV se
identificaron las proteinas de la pared de quiste CWP 1, 2 y 3 y dentro de las proteinas que se
sobre-expresan en el enquistamiento se reportaron a las giardinas, tubulina, enzimas
metabdlicas, como la OCT y las chaperonas HSP 70 y 90 (Reiner et al., 2008); otras
proteinas identificadas en Giardia son las involucradas en la biogénesis del mitosoma;
ipam18, Hsp 70, Cnp60 y PP, o en la formacién del centro Fe-S, iiscS, iiscU, iiscA, igrx e
ifdx (Tovar et al., 2003).

Dentro de las proteinas que participan en la interaccion hospedero-parasito se han identificado
las proteinas estructurales antes mencionadas asi como ADI, OCT, enolasa, fructosa-1, 6
bifosfato aldolasa y proteasas agrupadas en productos de excrecion/secrecion, los antigenos
de trofozoitos GTA 1y 2 y las VSPs (Palm et al., 2003; Tellez et al., 2005). Dentro de los
productos de excrecion/secrecién se han reportado varias proteinas con masas entre 15 y 225
kDa, dentro de las cuales se identificaron a la a-enolasa, OCT, ADI, cistein, aspartil y
metalo proteasas junto con una proteina de 58 kDa que causa acumulacion de fluidos en el
intestino (Ringqvist et al., 2008; Rodriguez-Fuentes et al., 2006; Shant et al., 2002). Por
altimo entre los ensamblajes de Giardia que infectan humanos existe evidencia que muestra
diferencias entre las proteinas expresadas por el ensamblaje A y el B; ya que mientras en el
ensamblaje A esta presente la a-2 giardina el genotipo B carece de ésta, sin embargo cabe
destacar que entre aislados de Giardia duodenalis pertenecientes a una misma cepa como la

WB también existe variacion en su proteoma (Palm et al., 2003).

Estadio latente: Caracteristicas morfoldgicas del quiste

El quiste es la fase transitoria y latente en el ciclo de vida de Giardia; una adaptacion que le
permite sobrevivir a las condiciones ambientales fuera de su hospedero como lo son
temperaturas y pHs extremos y la accion de detergentes. Se caracteriza por su forma ovalada
de entre 6 a 10 um de ancho por 7 a 10 um de longitud, no tener motilidad y ser retractiles
ademas de tener un polo flagelar y uno nuclear asi como axonemas resultado del
acortamiento de los flagelos (Carranza and Lujan, 2010). En esta estructura el disco ventral se

encuentra desensamblado, y los mitosomas reducidos.
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En el quiste son visibles cuatro ndcleos con cromatina condensada, cada uno de los cuales
contiene cuatro copias del genoma como resultado de dos rondas de replicacion donde la
altima ocurre sin que haya cariocinesis. La estructura méas distintiva, sin embargo, es una
pared de polisacaridos y proteinas con un espesor de 0.3 y 0.5 um formada por una capa
externa filamentosa y una capa interna constituida a su vez por dos membranas entre las que
se encuentra el espacio periplasmico, en el citoplasma se encuentran dos o cuatro nucleos
dependiendo del estado de maduracién. En la fase tardia del enquistamiento, sin que ocurra
citocinesis, se generan células con un contenido de 16N (44N) mientras que durante el
desenquistamiento la citocinesis finaliza produciendo dos trofozoitos 8N (24N) seguido de la
division completa que concluye con cuatro trofozoitos 4N (22N) (Carranza and Lujan, 2010).
Finalmente, en la pared del quiste se inducen cambios en la permeabilidad de la membrana
que restringen el transporte de los metabolitos a través de ella por lo que la actividad
metabolica del quiste se reduce en un 80% en un proceso denominado criptobiosis (Olson B,
2002), sin embargo posee grandes almacenamientos de glucégeno para sostener la energia

basal pudiendo permanecer infeccioso por muchos meses en el ambiente (Adam, 2001).

2o

Figura 10. Morfologia del quiste de Giardia

En el panel derecho se muestra una representacion esquematica de la estructura del quiste; en €l se
sefialan las vesiculas periféricas (V), los axonemas (Ax), los fragmentos del disco suctor (FD), los cuatro
nucleos (N), la pared del quiste (CW) y el espacio periplasmico (PS). En el panel izquierdo se incluye una
imagen de microscopia electronica de barrido donde se observan tres nicleos (N), la pared (CW), las
vesiculas (V) y los flagelos (F). Tomado de (Lujan and Svérd, 2011).
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Giardiasis

Caracteristicas generales: prevalencia y distribucion

La Giardiasis es la infeccion parasitaria mas comun en el mundo cuya transmision se asocia
con agua contaminada, por lo que Giardia, su agente causal es considerado el principal
protozoario causante de diarrea. Se han documentado 132 brotes de Giardiasis alrededor del
mundo desde 1954 debido a la ingesta de agua contaminada (Karanis et al., 2007). El nimero
anual de casos se estima en 280 millones por afio, con un promedio de 500,000 casos nuevos
al ano (Halliez and Buret, 2013; Vicente et al., 2009; Yichoy et al., 2011). EI CDC reporta
que en los paises desarrollados cerca del 2% de los adultos y del 6-8% de los nifios estan
infectados con Giardia, mientras que en los paises en desarrollo una tercera parte de la
poblacién ha tenido giardiasis (www.cdc.gov) (Efstratiou et al., 2017). La mayoria de los
casos ocurren en paises con bajos ingresos, en los cuales Giardia es endémica, los cuales se
encuentran concentrados en los continentes africano, asiatico y en América latina. Debido a
estas caracteristicas la Giardiasis ha sido recientemente incluida en la iniciativa de la
Organizacién Mundial de la Salud : WHO Neglected Diseases, que engloba enfermedades
ligadas a la pobreza, ademas del impacto socioecondémico que genera la resistencia de los
quistes, el costo del tratamiento farmacoldgico y de la descontaminacion del agua asi como la
vacunacion de los animales en estos paises (Rafferty et al., 2010). La epidemiologia de esta
parasitosis es complicada debido a que se presentan infecciones mezcladas y que existe la
posibilidad de intercambio genético entre los ensamblajes (Cooper et al., 2007; Lasek-
Nesselquist et al., 2009; Teodorovic et al., 2007). Algunos estudios indican que el ensamblaje
B tiene mayor prevalencia en América latina, Asia y Europa mientras que otros reportan
prevalencia del ensamblaje A (Ajjampur et al., 2009; Al-Mohammed, 2011; El Basha et al.,
2016; Eligio-Garcia et al., 2008; Foronda et al., 2008; Gelanew et al., 2007; Geurden et al.,
2009; Lebbad et al., 2008; Minvielle et al., 2008; Ryan and Caccio, 2013).

En general los brotes de Giardiasis son comunes en guarderias y albercas ademas de ser el
agente etiolégico mas comun asociado a la diarrea del viajero (Baldursson and Karanis, 2011;
Ross et al., 2013) y se tiene mayor riesgo de infeccion en las personas que viajan desde el
continente europeo a la India, a los paises arabes y los paises de Africa del este (Ekdahl and
Andersson, 2005). Lo anterior se debe a que en los paises subdesarrollados el rango de
prevalencia comun es del 20 al 30% aungue en algunas zonas llega a ser del 100%; en tanto
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que en los paises desarrollados la prevalencia de esta enfermedad varia entre el 3 y el 7%
(Halliez and Buret, 2013). Sin embargo, factores como las condiciones climéticas pueden
influir en la variacién de estos rangos, pues se ha determinado que existe un incremento en el
numero de casos durante el verano (Lujan and Svérd, 2011). Asi mismo numerosos estudios
han demostrado que poblaciones de perros y gatos pueden ser una fuente zoondtica de
infeccion para las personas (Garcia-Cervantes et al., 2017; Karanis and Ey, 1998; Lee et al.,
2017a; Palmer et al., 2008; Piekarska et al., 2016; Ryan and Caccio, 2013; Thompson and
Ash, 2016). En cuanto a los grupos de la poblacién méas afectados los nifios menores de 5
afios son méas susceptibles a esta infeccion. (Yoder et al., 2012). No obstante estos patrones
también pueden variar dependiendo la region socioecondémica, por ejemplo en el Reino Unido
la Giardiasis es mas frecuente en individuos de entre 30 y 39 afios, mientras que en Estados
Unidos la mayor incidencia se registra en nifios entre 0 y 5 afios seguido por personas de
entre 31 y 40 afios (Ekdahl and Andersson, 2005).
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Figura 11. Riesgo de infeccion con Giardia en viajeros
El mapa muestra el riesgo de Giardiasis por cada 100,000 viajeros que regresan de diferentes regiones del
mundo. Tomado de (Ekdahl and Andersson, 2005)
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En México la prevalencia de esta infeccidn varia del 3% al 50% (Cedillo-Rivera et al., 2009),
por lo que esta infeccidén se considera de importancia epidemioldgica y clinica en el pais
(Astiazaran-Garcia et al., 2010). En 2008 el Centro Nacional de Vigilancia y Control de
Enfermedades (CENEVACE) reportd una incidencia de 24.46 casos por cada 100,000
mexicanos y de 73.47 en el grupo de edad de 1 a 4 afios, mientras que en 2010 el mismo
Centro detecto un total de 20,678 nuevos casos y determind que los estados con mayor
incidencia son Sinaloa, Yucatan y Baja California Sur
(http://www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html). En estudios del 2012 al 2014 se
reporta que los estados con mayor prevalencia son Sinaloa, Sonora, la ciudad de México,
Oaxaca y Yucatan (Quihui-Cota and Morales-Figueroa, 2012; Torres-Romero et al., 2014).
En un estudio sero-epidemioldgico realizado en todo el pais se determind que en México la
Giardiasis es endémica pues existe una sero-prevalencia de Giardia duodenalis del 55.3% y

que es independiente del estado socioeconémico de la poblacion.

Development index per
region
| | High (55.4%)

Il Medium-high (54.3%)
|| Medium-low (55.5%)
B Low (56.6%)

Figura 12. Distribucidn sero epidemiolédgica de Giardia en México
Prevalencia sero-epidemioldgica de la giardiasis en cuatro zonas socio-econdmicas distintas en México:
alta, media-alta, media y baja. Tomado de (Cedillo-Rivera et al., 2009)
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Ademas, establecio que los grupos de edad con mayor indice de prevalencia son los nifios de
entre 5 y 9 afios y los adultos jovenes. Este estudio también mostré que en los hombres la
incidencia es mayor que en las mujeres mexicanas siendo una de los primeros reportes que
muestra una correlacion entre el sexo y la infeccion con Giardia (Cedillo-Rivera et al., 2009).
Por otra parte en estudios previos con aislados humanos provenientes de las zonas central y
norte de México se ha reportado la presencia solo del ensamblaje A (sub ensamblajes A-l y
A-11) (Cedillo-Rivera et al., 2009; Eligio-Garcia et al., 2008; Ponce-Macotela et al.) mientras
que en estudios realizados con muestras del sureste del pais se detectd la presencia del
ensamblaje B (Torres-Romero et al., 2014). Un estudio més reciente reporto la presencia del
ensamblaje B de Giardia en el noroeste del pais y de infecciones mixtas (Al y B) (Garcia-
Cervantes et al., 2017).

Signos y sintomas de la Giardiasis

Los sintomas de la Giardiasis se presentan de 6 a 15 dias después de ingerir alimentos o agua
contaminada con los quistes de Giardia. Las manifestaciones clinicas mas comunes de la
infeccion con este protozoario son diarrea, dolor epigastrico, distensién abdominal, nauseas,
vomito, fiebre moderada, flatulencias, esteatorrea, pérdida de peso e incluso sindrome de
malabsorcion. Si las personas infectadas son inmuno-competentes existe autoeliminacion en
el 85% de los casos (Buret, 2008; Cotton et al., 2011; Halliez and Buret, 2013; Yichoy et al.,
2011). Se ha intentado establecer si la gravedad de los sintomas de esta parasitosis esta ligada
al ensamblaje que infecta pero los resultados obtenidos no han logrado establecer una clara
correlacion entre genotipo y virulencia aunque parece existir una tendencia donde el
ensamblaje A se asocia con una diarrea intermitente mientras que el ensamblaje B esta
relacionado con una sintomatologia persistente (Lanfredi-Rangel et al., 1999; Lebbad et al.,
2011a; Nash et al., 1987).

En general pueden presentarse un amplio rango de manifestaciones clinicas de la Giardiasis y
debido a que esa parasitosis no induce un proceso inflamatorio se presentan casos de
pacientes positivos a Giardia que son asintomaticos. Los sintomas antes descritos son
caracteristicos de una infeccién aguda y se presentan en un 20 a 80% de los individuos

infectados. Las re-infecciones o complicaciones post-infeccion después de la eliminacion
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completa del parasito pueden llevar a un padecimiento cronico que se presenta en un 3 al 4%
de los casos (Halliez and Buret, 2013; Yichoy et al., 2011) La transicién de la fase aguda a la
fase cronica de esta parasitosis se ha atribuido a factores propios del hospedero como edad,
estado nutricional, inmunoldgico e infeccion con otros parasitos como Hymenolepis nana,
Entamoeba coli y Trichinella spiralis asi como factores propios de Giardia que abarcan el
genotipo de la cepa, la dosis infectiva, la variacion antigénica y las co-infecciones (Cotton et
al., 2011; Schofield et al., 1991).

Los sintomas de la fase aguda de la infeccion aparecen después de la colonizacion inicial del
trofozoito y ésta coincide con la aparicidn de quistes en muestras fecales, aunque en pacientes
asintomaticos la excrecion de quistes parece ser comudn. Las heces son descritas como
grasientas y espumosas, pero pueden ser acuosa en cuyo caso los trofozoitos se pueden
observar en un analisis coproldgico. Esta fase se resuelve espontdneamente en un lapso de
entre 2 y 3 semanas si el hospedero tiene una respuesta inmune efectiva por esta razén la
mortalidad por Giardiasis es poco frecuente aunque se han reportados casos de decesos,
especificamente en nifios (Buret, 2008).

Entre las consecuencias de una infeccion cronica se encuentran la anorexia, desordenes
gastrointestinales crénicos como el sindrome del intestino irritado, fatiga cronica y efectos
extra-intestinales como complicaciones oculares (hemorragias en la retina e hiper
pigmentacion en la retina), artritis, urticaria, miopatias, anemia y desnutricion (Cotton et al.,
2011; Halliez and Buret, 2013; Wensaas et al., 2012). Existen reportes que indican que
Giardia puede causar sintomas prolongados como intolerancia a la lactosa incluso su
presencia en masas tumorales en el pancreas y la vesicula biliar han llamado la atencion sobre
su posible participacién en el desarrollo de procesos cancerigenos (Halliez and Buret, 2013).
El mayor impacto de la Giardiasis en la salud pablica, asi como su repercusion a largo plazo
se observa en los nifios de entre 1 y 5 afios donde una atencién medica inadecuada puede
llevar a retraso en el desarrollo y el crecimiento; baja funcion cognoscitiva, un lenguaje pobre,
asi como un desarrollo psico-motor deficiente con repercusiones en el desarrollo hacia la fase
adulta. Lo anterior se ha asociado a afectaciones en el sistema oxido-reductor y la plasticidad
neuronal por deficiencias de zinc y hierro a causa de la diarrea provocada por el parasito

(Buret, 2008) ademas de la malabsorcion de otros nutrientes esenciales para el correcto
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desarrollo de un infante como carbohidratos y vitaminas ( A, B3, B5,B6,B12 e ) (Lanfredi-
Rangel et al., 1999).

Patofisiologia de la Giardiasis

Los cambios funcionales que ocurren en el epitelio intestinal debido a la colonizacion de este
tejido por los trofozoitos de Giardia incluyen un alto rango de apoptosis de los enterocitos,
disfuncion de la barrera intestinal, la activacion de los linfocitos del hospedero, el
acortamiento de la microvellosidades de los enterocitos con o sin atrofia de las vellosidades,
deficiencia de las enzimas disacaridasas, sucrasa y maltasa durante la fase aguda de la
infeccion, tripsinas, quimotripsinas, amilasas y lipasas que junto con la reduccion de la
superficie de absorcion llevan a la malabsorcion de los nutrientes hipersecrecion de cloro y
un incremento en la motilidad del intestino (Buret, 2007, 2008; Cotton et al., 2011; Eckmann
and Gillin, 2001; Troeger et al., 2007). A nivel morfoldgico el intestino delgado durante la
fase aguda de la infeccion, que se presenta entre los dias 7-8 post-infeccion, muestra
hiperplasia de las criptas, atrofia de las vellosidades y reduccion en la altura del epitelio
intestinal (Tako et al., 2013). Dentro de este contexto se ha identificado la disminucion en la
expresion de los genes de las enzimas amilasa pancreatica, cuyos transcritos se expresan solo
al 1-2% de los niveles normales a través de la infeccion ademés de la fosfatasa alcalina,
tripsina y quimotripsina B. Por otro lado en el caso de la lactasa, enzima especifica del
intestino y que es considerada el marcador por excelencia de la Giardiasis, su expresion se ve
disminuida cerca de 30% en el dia 10 post-infeccion en modelos murinos (Tako et al., 2013)
aunque en ratones deficientes de TNFa la reduccion en la actividad enzimética no fue tan
pronunciada lo que lleva a sugerir que existe un componente inmunoldgico involucrado en la
malabsorcién de nutrientes durante la infeccion con Giardia (Tako et al., 2013).

La induccion de la muerte de los enterocitos es considerada el componente clave de la
infeccion ya que la perdida de la integridad de la barrera epitelial, esencial en mantener la
restriccion en la penetracion de los patdgenos hacia el lumen y la region basal del intestino, se
ve comprometida induciendo cambios en la secrecién de iones y un flujo incrementado de
agua que dan origen a la diarrea caracteristica de la Giardiasis. Ademas, esta ruptura parece
llevar a la activacion de células T CD4" y CD8" que median el acortamiento de las
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microvellosidades ocasionando la reduccion del area de adsorcion y un declive en la actividad
de las enzimas antes mencionadas. La apoptosis de los enterocitos mediada por Giardia es
dependiente de caspasa 3 y 9 y ha sido determinada tanto en biopsias duodenales como en
modelos in vitro (Chin et al., 2002; Panaro et al., 2007; Troeger et al., 2007).
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Figura 13. Patofisiologia de la Giardiasis

Giardia induce altos niveles de apoptosis en el epitelio intestinal via la activacion de caspasa 3 y 9. Las
proteinas ZO-1, F-actina y a- actinina se relocalizan del complejo de unidn apical al interior de la célula
via activacién de caspasas 3 y la cinasa de la cadena ligera de miosina. La ruptura de complejo de unién
apical causa un incremento en la permeabilidad que facilita la translocacion de antigenos luminales hasta
el compartimento basal que promueve el reclutamiento de linfocitos CD8* , los cuales inducen el
acortamiento de las microvellosidades de los enterocitos reduciendo la superficie de absorcién y la
deficiencia de enzimas provocando malabsorcién intestinal. La acumulacién de carbohidratos sin digerir y
la secrecién de iones genera un gradiente osmotico que resulta en la perdida de agua, distension intestinal
y peristalsis incrementada generando malabsorcion e hipersecrecion de cloro que lleva al desarrollo de
diarrea. Tomado de (Lujan and Svard, 2011).

En estudios de transcriptdmica se ha determinado que durante la interaccion del trofozoito
con las celulas epiteliales se inducen una serie de genes relacionados con la apoptosis,
mientras que la expresion de genes relacionados con el ciclo celular disminuye (Roxstrom-
Lindquist et al., 2005). Al respecto se ha mostrado que el trofozoito de Giardia consume la

arginina de la célula epitelial lo cual la inhibe el ciclo celular (Stadelmann et al., 2012a).
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Estos estudios y otros llevados a cabo en modelos murinos sugieren que Giardia puede alterar
la proporcion entre células proliferativas y diferenciadas en el intestino como un mecanismo
para prolongar su adhesion y la colonizacion y que tiene como resultado la disminucién de las
enzimas intestinales como las disacaridasas (Bhargava et al., 2015; Einarsson et al., 2016;
Solaymani-Mohammadi and Singer, 2011, 2013). La disminucién en la actividad de las
enzimas del intestino delgado involucradas en la obtencion de nutrientes parece ser
dependiente de la cepa del parasito que infecta al hospedero encontrandose que las cepas GSH
y WB son las mayores inductoras de esta descompensacion (Solaymani-Mohammadi and
Singer, 2011), sin embargo los productos del parasito responsables de estas diferencias e
inductores de estos cambios en el intestino no han sido identificados.

Al respecto la adhesion del trofozoito de Giardia al epitelio intestinal parece ser el elemento
principal en la induccién de la perdida de la integridad de la barrera epitelial, la disminucién
en la resistencia transepitelial y el incremento de la permeabilidad intestinal a través de la
alteracion del complejo apical de uniones estrechas que incluye la alteracion de F-actina, ZO-
1, Claudina-1 y a-actinina un componente del anillo de actinomiosina. Esta Gltima regula el
flujo paracelular por efecto directo en la cinasa de la cadena ligera de miosina y en el
citoesqueleto de actina via la interaccion con micro dominios ricos en balsas lipidicas en la
membrana del trofozoito (Buret et al., 2002; Humen et al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012;
Scott et al., 2002; Troeger et al., 2007). Aunque la adhesion de Giardia a la célula epitelial es
el primer paso en la cadena de los efectos que dafian al enterocito se ha mostrado que durante
este proceso mecénico Giardia produce y libera al medio factores que podrian participar en la
induccion de la patofisiologia de la Giardiasis. No obstante adn no se ha dilucidado la
importancia bioldgica de estos factores durante la infeccion existen evidencias que sefialan su
implicacion en este proceso importancia como lo han reportado en estudios en los que
filtrados de cultivos de Giardia dafian cultivos de fibroblastos o incrementan la contractilidad
del musculo liso en jerbos o que inducen citotoxicidad en células de ovario de hamster chino
(Cotton et al., 2014; Nash et al., 1983; Olson et al., 1996; Papanastasiou et al., 1996;
Papanastasiou et al., 1997b),

38



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

Tabla 3. Principales efectos patofisiologicos de Giardia duodenalis y sus mecanismos

Activacion de los factores pro- apoptéticos Caspasas 3,8y 9,

Apoptosis de las células del incremento de Bax. Inhibicion de los factores anti-
epitelio intestinal apoptoticos: disminucion de Bcl-2, degradacién de Poli

Adenosina difosfato Ribosa Polimerasa (PARP)

Arresto del ciclo celular de los |  Pérdida de arginina del enterocito, regulacion positiva de
enterocitos genes reguladores del ciclo celular

Deslocalizacion de claudina-1 y a-actinina; deslocalizacion

Disfuncion de la barrera de ZO-1 mediada por caspasa-3; Deslocalizacion de ZO-1y
intestinal F-actina mediada por la cinasa de la cadena ligara de
miosina

Produccion de Oxido nitrico neuronal, activacion de la

Hipermotilidad en el intestino . , ! .
respuesta inmune adaptativa, desgranulacién de las células

delgado
g cebadas
Acortamiento de las Activacion de linfocitos T CD8" por la apertura de la barrera
microvellosidades y reduccién | epitelial y la presencia de productos de excrecidn/secrecion
de la superficie de absorcion del parasito en el lado basal
Hiperplasia de las criptas Alteracion de la relacion vellosidad-cripta
Incremento en la produccion Incremento del nimero de células caliciformes en las
de moco vellosidades intestinales

Deficiencia en la actividad de
las enzimas del intestino
delgado
Malabsorcion de nutrientes,
electrolitos y agua

Acortamiento de las microvellosidades, disminucion de la
superficie de absorcién

Acumulacion de fluidos en el
intestino

Adaptado de (Cotton et al., 2011)

Enterotoxina de 58 kDa no caracterizada
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Por otra parte, los analisis a nivel transcripcional de esta interaccion utilizando modelos in
vitro han mostrado que la adhesion induce la regulacién positiva o negativa de 200 genes.
Entre los transcritos con mayor incremento se encuentran cistein proteasa, proteinas de
membrana ricas en cisteina (HCMPs), VSPs, proteinas metabdlicas como Enolasa, Arginina
deaminasa (ADI) y Ornitina carbamoil transferasa (OCT) asi como proteinas involucradas en
la adhesion y el factor de elongacion 1-a. Todas estas son inmuno-dominantes durante la
infeccion (de Carvalho et al., 2008; Ma'ayeh and Brook-Carter, 2012; Palm et al., 2003;
Ringqvist et al., 2011; Ringqvist et al., 2008; Rodriguez-Fuentes et al., 2006). En particular el
papel que tienen las proteasas durante la interaccion parésito-célula es una linea de
investigacion abierta en el estudio de Giardia y la Giardiasis pues en su genoma existen
numerosos genes de cistein proteasas tipo catepsina (Manko et al., 2017).

La relevancia de su estudio radica en que en otros paréasitos esta clase de proteasas participan
en mecanismos para evadir la respuesta inmunolégica del hospedero y este fenébmeno podria
presentarse también en Giardia (Cotton et al., 2014). En este contexto, recientemente se he
demostrado que en la cepa GS/M la Catepsina tipo B degrada a la citosina CXCLS8, un potente
atrayente de células polimorfonucleares, que median la inflamacion en el hospedero por lo
que la reduccion en los niveles de esa citosina resulta en un reclutamiento menos efectivo de
PMN lo cual explicaria la nula respuesta pro-inflamatoria en los individuos infectados con
Giardia (Cotton et al., 2014). Dentro de estos productos de excrecidn/secrecion también se ha
identificado a una glicoproteina de 58 kDa denominada ESP en la cepa de G. duodenalis
Portland 1. Se ha postulado que ésta es una enterotoxina pues induce la acumulaciéon de
fluidos en el intestino de ratones e induce cambios morfoldgicos en la linea epitelial HEp-2 al
interactuar con una proteina de 41 kDa en la membrana del enterocito. Se cree que podria
estar actuando al activar una via de sefalizacion acoplada a proteinas G que lleva al
incremento en los niveles de cAMP y produce la movilizacion de calcio, regulando el
transporte de electrolitos (Gorowara et al., 1992). Esta enterotoxina también incrementa los
niveles de IP3, otro segundo mensajero que tambien moviliza el calcio intracelular y que
puede ser el responsable de la caida de la resistencia transepitelial, asi como la relocalizacion
de los filamentos de actina y de proteinas relacionadas como villina. Lo anterior sugiere que

Giardia puede inducir la activacion de varias via de sefializacion al mismo tiempo y cuyos
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efectos al final convergen en secrecion y malabsorcion en el epitelio intestinal (Shant et al.,
2002).

Por dltimo, investigaciones recientes sugieren el papel del ambiente en el intestino en el
efecto de Giardia sobre los enterocitos; especificamente en el papel de la microbiota sobre la
infeccion y la estimulacion que ésta ejerce en la patogenicidad del trofozoito. Existen indicios
por ejemplo de una asociacion entre Giardia y H.pylori y de efectos_antagonistas con
Lactobacilli, un componente de la microbiota; otros estudios han mostrado que la patogenesis
del aislado GS/M-H7 depende de la microbiota del hospedero, en un modelo murino
(Ankarklev et al., 2012; Singer and Nash, 2000a; Torres et al., 2000). Recientemente se ha
reportado que Giardia cambia la organizacién de la microbiota y del biofilm de las bacterias
del intestino de manera cistein proteasas dependiente y que lo anterior tiene posibles
implicaciones en la patogénesis como la malabsorcidn de nutrientes y la inmuno-modulacién
que puede llevar al desarrollo de desérdenes gastrointestinales post-infeccion como
hipersensibilidad visceral (mediada por el incremento en c-fos) y el sindrome del intestino
irritable (Beatty et al., 2017; Cotton et al., 2015; Halliez et al., 2016; Keselman et al., 2016).
Estos estudios describieron que la desorganizacion de la microbiota permite la translocacion
de las bacterias a través de la barrera intestinal promoviendo la apoptosis y la ruptura de las
uniones estrechas asi como la produccién de citosinas pro-inflamatorias en modelos murinos
(Beatty et al., 2017).

Respuesta inmunologica del hospedero

La respuesta inmunoldgica contra Giardia es distinta a la que se activa por otros parasitos
intestinales siendo su principal caracteristica la falta de respuesta inflamatoria exacerbada ya
que este parasito no es invasivo, aungue recientemente se reporté un aislado con potencial
invasivo (Reynoso-Robles et al., 2015). Antes de la colonizacion del epitelio intestinal el
trofozoito debe enfrentarse a las barreras naturales del organismo. En primera instancia existe
una sobreproduccion de moco por parte de las células caliciformes del epitelio intestinal. Esta
hipersecrecion ayuda a evitar la colonizacion del epitelio pues evita la adhesion de los
trofozoitos, los cuales pueden ser eliminados por los movimientos peristalticos del intestino.
Sin embargo, para evadir este mecanismo de defensa Giardia secreta la enzima Enolasa que

se une a la mucina y permite al parasito adherirse (Muller and von Allmen, 2005). Ademas
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investigaciones preliminares muestran que los trofozoitos de Giardia pueden degradar a la
proteina MUC2 para disminuir la capa de moco y permitir la colonizacion (Cotton et al.,
2015). La microbiota del intestino también es considerada una barrera para la colonizacion, en
estudios in vitro organismos presentes en la flora intestinal como Lactobacillus johnsonii
inhiben la proliferacion de trofozoitos al parecer porque inducen la produccién constante de
IgA, 19G, defensinas y linfocitos T CD4+ en las placas de Peyer (Goyal and Shukla, 2013,
Schofield et al., 1991). Estudios en ratones mostraron que la susceptibilidad a la infeccion con
Giardia parece ser dependiente del tipo de microbiota intestinal en el hospedero (Singer and
Nash, 2000a). Asi mismo se mostré que Giardia puede condicionar la respuesta de las
bacterias comensales a otros parésitos intestinales como C. elegans evitando que colonicen
(Gerbaba et al., 2015), lo anterior al parecer mediado por la estimulacién de la produccion de
los péptidos antimicrobianos defensina 2 (HBD-2) y factor Trefoil 3 (TFF3) de manera
Catepsina B dependiente (Manko et al., 2017).

Otro mecanismo de la respuesta innata que esta involucrado en el control de esta infeccion es
la produccion de oxido nitrico (NO) por el enterocito asi como por macrofagos presentes en el
epitelio intestinal que ingieren a los trofozoitos y los eliminan por mecanismos oxidativos
(Roxstrom-Lindquist et al., 2006).

En condiciones in vitro el NO inhibe el crecimiento, la proliferacién, el enquistamiento y
desenquistamiento de Giardia. Sin embargo se ha comprobado que Giardia puede evadir este
mecanismo tomando la arginina del medio, que es utilizada en la produccion de NO por parte
del enterocito y catabolizarla para obtener energia, por lo tanto se establece una competencia
entre el parésito y el enterocito (Pavanelli et al., 2010; Yichoy et al., 2011). Las criptidinas o
a-defensinas que se sintetizan en las células de Paneth, localizadas en el intestino también
muestran un efecto citotoxico sobre los trofozoitos de Giardia e interfieren con el
crecimiento del parasito (Yichoy et al., 2011).

Por otra parte, el factor de crecimiento epidermal (EGF) es capaz de revertir el dafio al
epitelio intestinal provocado por Giardia sin tener un efecto microbicida. Al parecer EGF
fosforila a F-actina y ZO-1 estabilizando el citoesqueleto del enterocito e interfiriendo
posiblemente con la adhesion del parasito y protegiendo al enterocito de la apoptosis

producida por la alteracion de las proteinas de las uniones estrechas (Buret et al., 2002).
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Una vez establecido el trofozoito en el epitelio intestinal las células dendriticas, las células
cebadas y las células M de las placas de Peyer tienen un papel relevante en el control de la
Giardiasis (Schofield et al., 1991). Las células cebadas participan en la liberacion de IL-6 o
TNFa, histamina y prostaglandinas que pueden incrementar la motilidad intestinal ayudando
a la eliminacion del parésito (Li et al., 2007). En modelos murinos se ha observado que los
niveles de las citosinas IL-6, IL-2, TNFa, IL-1B, y la proteina C reactiva se encuentran
incrementados, mientras que ratones deficientes en IL-6 y TNFo no pueden eliminar la
infeccion. En contraste los niveles de IL-8 son bajos, 1o que puede explicar porque no se
desarrolla un proceso inflamatorio. Estudios recientes al respecto han mostrado que las
infecciones con Giardia pueden proteger al hospedero de otros patdgenos que causan altos
niveles de inflamacion debido a esta regulacion sobre I1L-8 (Cotton et al., 2015; Cotton et al.,
2014; Manko et al., 2017). La catepsina B de Giardia puede degradar a la IL-8 reduciendo de
esta manera la infiltracion de neutrofilos (Cotton et al., 2014).

En cuanto a las células T CD4 af estas producen citocinas importantes para la regulacion de
la respuesta inmune; el INF-y, el cual puede regular la produccion de NO y de la IL-6
mientras que los linfocitos T CD8 y las células NK no tienen una actividad relevante en el
control del parésito. Sin embargo, en general, no parece existir una respuesta Thl o Th2
caracteristica (Muller and von Allmen, 2005; Schofield et al., 1991; Singer and Nash, 2000b;
Yichoy et al., 2011; Zhou et al., 2007). Estudios mas recientes muestran que una serie de
citocinas se encuentran incrementadas: IL17A, MIP-1a, IL13, CD40L, TNFa, INFy .IL6,
IL10. IL13 y GM-CSF vy ratifican que no se encuentra una respuesta Thl o Th2 polarizada
(Saghaug et al., 2015). Al respecto los estudios transcripcionales de la respuesta inmunoldgica
contra Giardia han mostrado que las quimiocinas CCL20 son inducidas en modelos in vitro y
que otros 96 transcritos relacionados con mecanismos inmunoldgicos se encuentran
incrementados durante la infeccion. La lectina de unién a manosa (MBL) es un ejemplo, ya
que recientemente se mostro que esta proteina se une a los trofozoitos induciendo su lisis in
vitro (Evans-Osses et al., 2010). Por otra parte, numerosos genes de células B y células
cebadas también se encuentran incrementados en su expresion. En el caso de las células B
estos corresponden a los genes de IgM e IgGLly al transcrito de la proteasa 1 (Mcptl), este
altimo fue uno de los transcritos mas abundantes a los 10 dias post-infeccion ademas de

genes asociados con el redox celular y la metaloproteasa 7 que actda en el procesamiento de
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defensinas, expresadas en las criptas (Tako et al., 2013). También se ha reportado
recientemente que la produccion de IL17 es importante en el control de Giardia tanto en
modelos murinos como humanos (Dann et al., 2015; Dreesen et al., 2014; Saghaug et al.,
2015). En estos estudios se encontrd que esta interleucina esta sobre-expresada en la fase
temprana de la infeccidn, que es necesaria para el transporte de IgA al lumen intestinal y para
la eliminacion de Giardia. Por lo anterior se postula que la respuesta Th17 es necesaria para
la proteccion y la respuesta de memoria contra este parasito (Saghaug et al., 2015).

Un aspecto importante en la respuesta inmunoldgica contra Giardia es la respuesta contra los
productos de excrecién/secrecion del parasito. Estudios previos han caracterizado la respuesta
inmune en ratones infectados via oral o sistémica con estos antigenos de entre 83 and 30 kDa,
mostrando que existe una respuesta especifica de anticuerpos sistémica y de mucosa asi como
cambios histoldgicos en el intestino delgado (Jimenez et al., 2009). En ratones BALB/c estos
productos inducen una respuesta Th2 y la circulacion de los anticuerpos 1gG1-, IgG2a-, IgA e
IgE, mientras que en las inmunizaciones con extractos solubles los titulos de anticuerpos son
bajos indicando el poder inmunoldgico de las proteinas excretadas/secretadas (Jimenez et al.,
2009). La produccién de citocinas estimuladas por los productos de excrecidn/secrecion
muestra un alto incremento en IL-4, 7 dias post-infeccion, en este modelo murino, aunque 14
dias después esta se reduce y se incrementa la produccion de INF-y e IL-5. Este perfil esta
relacionado con la reduccion de quistes 21 dias después de la infeccion, concomitante con el
incremento en la produccién de IL-10 y la reduccién en la produccién de INF por lo que esto
puede ser un mecanismo por parte del parasito para regular la produccion de IFN el cual
también incrementa la produccion de Oxido nitrico (NO) (Roxstrom-Lindquist et al., 2006).
Otra evidencia de la importancia de estos productos en la modulacion de la respuesta inmune
es que cuando estos son tratados con el inhibidor de cistein proteasas E-64 antes de la
infeccion el perfil de citocinas tipo Th2 se ve reducido. Al respecto recientemente se ha
mostrado que uno de estos productos secretados por el parasito pueden modular la respuesta
inmune; especificamente la catepsina B degrada a la citocina CLCX8, un potente
quimiotactico de polimorfonucleares con lo que disminuye el nimero de estas células
marcadores de la inflamacion (Cotton et al., 2014; Faubert, 2000; Jimenez et al., 2000; Karr
and Jarroll, 2004; Langford et al., 2002; Palm et al., 2003; Scott et al., 2004; Singer and Nash,
2000b; Stefanic et al., 2009).

Por ultimo, la fase tardia de la infeccién con Giardia es mediada por células B. En el epitelio
intestinal se encuentran principalmente los anticuerpos IgA e IgM, cuyos niveles se
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encuentran elevados en la Giardiasis. En experimentos in vitro se ha observado que los
anticuerpos de isotipo IgA se incrementan durante la fase tardia de la infeccion (10-13 dias,
en ratones); el mecanismo por el que estos actian es mediante la exclusion inmune al cubrir a
los trofozoitos, inmovilizarlos y separarlos del epitelio sin un efecto citotdxico en presencia
del complemento (Yichoy et al., 2011). En cuanto a los anticuerpos de isotipo IgM e 1gG
estos matan al trofozoito en presencia del complemento, formando poros en su membrana.
Giardia también induce la produccion del anticuerpo IgE, el cual identifica especificamente
antigenos entre 175 y 17 kDa en los productos de excrecion/secrecion (Heyworth, 1992). No
obstante, la efectividad de los anticuerpos se ve reducida por la habilidad del parésito para
llevar a cabo cambios en sus antigenos de superficie las proteinas variables de superficie
(VSP) pues los anticuerpos ejercen presion selectiva sobre los antigenos del parésito
favoreciendo su recambio y si la respuesta inmune es deficiente se da lugar a reinfecciones.
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Figura 14. Respuesta inmune contra Giardia

Los sintomas de la Giardiasis se presentan 15 dias después de la infeccién. El epitelio intestinal tiene un
papel central en la respuesta inmune innata y adaptativa. Los diferentes componentes del sistema inmune
intestinal se muestran en orden en el cual interactGan contra Giardia durante la infeccién, en los
recuadros. El nimero de trofozoitos en el intestino durante el transcurso de la infeccion se representan
como la curva en azul. Tomado de (Roxstrom-Lindquist et al., 2006).
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Varios estudios han reportado que se puede inducir proteccion contra Giardia al inocular
trofozoitos que expresan un repertorio amplio de VSPs por lo que lo que estos antigenos son
candidatos potenciales para el desarrollo de vacunas contra Giardia (Adam, 2001; Nash et al.,
2001; Rivero et al., 2010). Se han identificado otras proteinas inmunogénicas de Giardia: de
la pared del quiste, de choque térmico, los antigenos GTA-1 y 2, giardina, tubulina, enolasa,
fructosa-1, 6-bifosfato aldosa, ornitina carbamoil transferasa, arginina deaminasa, uridina
fosforilasa, el antigeno 5G8 (con similitud a una VSP) y la proteina BIP (Lopez-Romero et
al., 2017; Quintero et al., 2017; Singer and Nash, 2000b).

Como previamente se menciond, la Giardiasis ha sido asociada con el sindrome de fatiga
cronico, al respecto se ha reportado que existe una asociacion entre los niveles de sCD40L en
suero y el padecimiento de este sindrome sugiriendo que se establece una respuesta de células
T de memoria contra Giardia (Hanevik et al., 2017).

Las Proteinas Variables de Superficie

Las VSPs son proteinas integrales de membrana tipo 1 que se reciclan constantemente en la
superficie del trofozoito y se secretan al medio extracelular (Papanastasiou et al., 1996;
Pimenta et al., 1991). Hasta el momento, se han reportado 165 proteinas que poseen las
caracteristicas de esta familia, con pesos que van de 20 a 200 kDa (Nash, 1992; Prucca and
Lujan, 2009). Estas proteinas se sintetizan en el reticulo endoplasmico y se transportan a la
membrana celular en vacuolas a donde son dirigidas por un péptido sefial hidrofobico de 14 a
17 aminoéacidos. El extremo C-terminal de estas proteinas de 38 kDa se encuentra altamente
conservado y estd a su vez conformado por un dominio transmembranal de 23 a 25
aminoacidos y un tallo invariable formado por los aminoacidos CRGKA anclado al
citoplasma. Este tallo sufre modificaciones postraduccionales como palmitoilacion en la
cisteina y citrulinacién en el residuo de arginina modificaciones que han sido implicadas en
la segregacion a las balsas lipidicas o como una sefial de cambio respectivamente
(Papanastasiou et al., 1996; Touz et al., 2008). Cerca de la region transmembranal pero en el
extremo N- terminal extracelular esta presente una secuencia especifica de ruptura NKSGLS
que libera a este extremo del C-terminal anclado a la membrana siendo probablemente este el
mecanismo por el cual estas proteinas se liberan al medio (Papanastasiou et al., 1996), sin
embargo esta secuencia solo se encuentra en la mitad de las proteinas que integran la familia
de las VSP de Giardia (Adam et al., 2010).
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Los genes que codifican para las proteinas VSPs se agrupan en clusters de 2 a 9 genes que se
distribuyen a través de los cinco cromosomas de Giardia. Estas proteinas son muy similares
en la region 5 rio arriba del marco de lectura, lo que apoya la hipotesis de que se originaron
por divergencia y recombinacion, mientras que la regién 3" tiene una porcion altamente
conservada de 120 pb que codifican el dominio C-terminal conservado en las VSPs. Otra
caracteristica de eta familia de genes es que no tienen intrones y sus 5 UTR y 3UTR son muy
cortos y si bien no se ha descrito un promotor para esta familia de genes (Kulakova et al.,
2006) varios contienen la secuencia Py AatgTT en el extremo 5°, la cual se ha postulado
como un elemento iniciador (Inr); la ausencia o diferencia en estos iniciadores putativos
sugiere que estos tienen una funcion en la expresion selectiva de estas proteinas (Adam et al.,
1988).

Estructuralmente estas proteinas se caracterizan por ser ricas en cisteina (aproximadamente
12% de los aminoécidos totales) con una alta frecuencia de los motifs Cys-X-X-Cys que se ha
sugerido proveen propiedades estructurales que les confieren resistencia a la digestion
proteolitica y estabilidad redox en la superficie del parasito (Brown et al., 1998;
Papanastasiou et al., 1997b) (Papanastasiou et al., 1997a; Wang et al., 2009). En particular los
datos experimentales sugieren que los motifs GGCY pueden ser inmunogénicos ya que
anticuerpos contra un fragmento que contenia estas secuencias causo el desprendimiento y la
agregacion de trofozoitos de Giardia (Adam et al., 2010). La parte central es altamente
variable entre cada VSP, poseen repetidos en tdndem en la porcion que se encuentra mas
expuesta al ambiente y en treinta genes de proteinas VSPs analizados se determin6 que todos
poseen estos repetidos, pero estos son Unicos en cada uno de los genes, comprendiendo una
longitud de 105 a 516 pares de bases y con una frecuencia que va de dos a mas de veinte
repetidos. Al parecer el nimero y el tipo de repetidos juegan un papel importante en la
modulacion de la respuesta inmune del hospedero (Adam et al., 2010). Asi mismo se han
identificado motifs de dedo de Zinc que unen hierro, zinc, cadmio, cobalto, cobre y magnesio,
caracteristicos de proteinas que unen metales. Esta propiedad se ha relacionado con la
deficiencia de estos metales en individuos infectados con Giardia, hecho que puede contribuir
a algunos de los sintomas clinicos de la Giardiasis. Ademas, se ha propuesto que la
coordinacion con metales puede estabilizar a estas proteinas brindandoles resistencia al ataque

proteolitico y manteniendo la integridad de la superficie. Entonces las VSPs pueden ademas
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de funcionar como antigenos unir metales e inhibir a enzimas intestinales como
carboxipeptidasas (Adam et al., 2010; Lujan et al., 1995).

En una revision reciente se determind que los Unicos elementos en las VSPs necesarios para
su localizacién en la membrana son dos secuencias estructurales bien conservadas en el
extremo carboxilo terminal; con base en ellos solo 73 genes se identificaron como vsp en la
base de datos GiardiaDB. De este grupo de VSPs, cinco carecen del extremo C-terminal
CRGKA y 3 tienen uno modificado por tal razon se planteé que la secuencia CRGKA no se
requiere para la expresion de las proteinas VSP en la membrana celular (Li et al., 2013).
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Figura 15. Representacion esquematica de las caracteristicas estructurales de las proteinas VSPs

En el esquema se muestra el tallo citoplasmatico CRGKA conservado, el dominio transmembranal y el
dominio extracelular con sus motifs CXXC y GGCY, los dedos de zinc, asi como los sitios en los que
ocurre la palmitoilacién y la citrulinacion en estas proteinas. Tomado de (Prucca and Lujan, 2009).

Por otra parte se han identificado VSPs con secuencias “atipicas” como el dominio BmKX,
un péptido pequefio bio-activo presente en el veneno de escorpion que actia como un
bloqueador de canales de potasio; dominios Lamina_EGF y EGF_CA asi como dominios TIL
y Furin-Like (proteasa) que son ricos en cisteinas (Adam et al., 2010). Si bien la funcién de
estos dominios, asi como su distribucion dentro de esta familia de proteinas no ha sido
determinada, su variedad puede implicar diversidad en las funciones de las proteinas VSPs
haciéndolas blanco de estudio para determinar el papel que juegan dentro de la interaccion
parasito-hospedero y en el establecimiento de la infeccion.
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Al respecto, varios estudios muestran que la expresion de estas proteinas se incrementa
durante la interaccién del trofozoito con células epiteliales, constituyendo casi un tercio del
total de proteinas incrementadas, y que estas se pueden encontrar como formas solubles en los
medios de interaccion (Bermudez-Cruz et al., 2004; Cabrera-Licona, 2010; Emery et al.,
2016; Ma'ayeh and Brook-Carter, 2012; Nash, 1997; Papanastasiou et al., 1996), sugiriendo
que existe una seleccién de variantes favorables para la patogénesis o virulencia (Emery et al.,
2016; Emery et al., 2014; Gargantini et al., 2016; Singer et al., 2001). Recientemente se
reportd en un estudio de protedmica comparativo entre dos cepas del ensamblaje A que existe
una asociacion entre la gran variacion antigénica, es decir el nimero de proteinas VSP en la
cepa BRIS/957HEPU/2041 y su virulencia en un modelo murino (Emery et al., 2014).

Asi mismo se report6d que durante el enquistamiento existe una retencion de la diversidad de
las VSPs en aislados con potencial zoon6tico sugiriendo que estas pueden participar en la
capacidad infectiva del quiste asi como en la re-infeccion (Emery et al., 2015).

Variacién antigénica

Giardia puede producir una infeccidn persistente o re-infectar al hospedero haciendo uso de
estrategias para evadir su sistema inmunoldgico; entre éstas se encuentra el mecanismo de
variacion antigénica, que constituye una adaptacién para sobrevivir a las condiciones dentro
del intestino. Esta consiste en un cambio continuo de los antigenos especificos de la
superficie, las VSPs que recubren la superficie completa del trofozoito incluyendo los flagelos
para evadir la respuesta inmune (Mowatt et al., 1991). En el genoma del ensamblaje A de
Giardia cepa WB se han identificado que del 3 al 5% son regiones codificantes para VSP, de
las cuales 218 son genes completos y 75 incompletos (Adam et al., 2010). De esta familia de
genes solo una proteina VSP se expresa en la superficie del parasito en un tiempo particular
excepto durante el cambio de antigeno y el enquistamiento aunque en una misma poblacién
puede haber trofozoitos que expresen distintas VSPs, es decir su expresion no es homogeénea
(Carranza et al., 2002; Prucca and Lujan, 2009). La primera descripcion de este fendmeno de
evasion se remonta a 1988 cuando dos equipos de investigacién lo observaron tanto en
modelos in vitro como in vivo (Adam et al., 1988; Aggarwal and Nash, 1988). En estudios in
vitro se determind que poblaciones de trofozoitos que son cultivados en presencia de
anticuerpos monoclonales contra VSPs especificas se agregan y mueren (Nash et al., 1988).

Sin embargo, este recambio también ocurre en ausencia de presién inmunoldgica cada 6 a 13
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generaciones (Nash, 2002; Lujan et al. 1995) por lo que se cuestion0 la relevancia de la
variacion antigénica en la induccion de infecciones persistentes y se propuso que pueden tener
funciones adicionales en la biologia de Giardia. Sin embargo el desacoplamiento de la
variacion genética en modelos experimentales de infeccion mostrd su importancia como un
mecanismos adaptativo para evitar la accion del sistema inmune del hospedero (Rivero et al.,
2010).

El mecanismo por el cual una sola VSP se expresa en la superficie del parasito, asi como la
via por la cual se induce el recambio no se ha establecido. Se ha propuesto que el recambio se
da como respuesta a la citotoxicidad mediada por anticuerpos y que al crearse una respuesta
inmunoldgica contra la VSP que expresa el trofozoito se encienden vias de sefializacion que
llevan a la citrulinacion del residuo de arginina del tallo citoplasmatico mediado por la enzima
ADI; sin embargo no se ha demostrado como esta modificacion induce el recambio (Touz et
al., 2008).

En general se cree que la variabilidad de estas proteinas es producto de la duplicacién de
genes, mutaciones o eventos de recombinacion (Prucca and Lujan, 2009) ademas no que se
ha detectado ninguna alteracion de las secuencia de DNA de estos genes o re-arreglos que
influyan en su expresion. Ademas, estos genes no tienen intrones y sus extremos 5’-3° UTR
son extremadamente cortos y no tienen un promotor consenso por lo que se ha postulado que
su regulacion se da a nivel epigenético. Al respecto existen estudios que muestran que la
expresion de una VSP es dependiente de la acetilacién de histonas (Kulakova et al., 2006) ya
que de los cuatro alelos que Giardia posee para cada gen de las VSPs solo uno se expresa., asi
mismo se mostrd que cerca del 1% de los genes vsp son modulados por la hiper-acetilacién de
histonas. (Carranza et al., 2016; Gargantini et al., 2012; Gargantini et al., 2016; Sonda et al.,
2010; Yang and Adam, 1994). Al respecto recientemente se reportd que la disminucion en la
acetilacion de la histona H4 K8 y la metilacion de la histona H3K9 ocurren durante la
variacion antigénica y que estas modificaciones pueden participar en la regulacion de la
expresion de las VSPs (Carranza et al., 2016). Se plantea que existe una intercomunicacion
entre las modificaciones de histonas y la via del RNA de interferencia (Gargantini et al.,
2016).

En un estudio mas reciente se postuldé que un mecanismo de silenciamiento de genes post-

transcripcional similar al RNA de interferencia regula la expresion de esta familia de
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proteinas (Prucca et al., 2008). El gen de la proteina Argonauta, un miembro del complejo de
silenciamiento RISC que participa en el proceso de silenciamiento por Dicer se encuentra en
el genoma de Giardia. Cuando la expresion de los genes de Dicer y RdRP se silenciaron en ,
los trofozoitos mas de una VSP se expresaron a la vez en sus superficies (Rivero et al., 2010).
Sin embargo, aun no se esclarece cdmo solo una VSP es seleccionada para expresarse sobre
otras, ya que todos los transcritos de estas proteinas se transcriben continuamente (Faghiri and
Widmer, 2011; Prucca et al., 2008; Saraiya et al., 2014a).

TV
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Figura 16. Mecanismos de regulacion de la variacion antigénica en Giardia

En el nicleo de Giardia la regulacion epigenética ocurre cuando la transcripcion de los genes vsp es
regulada por modificaciones en la metilacién de los promotores de estos genes; mientras que en
citoplasma tiene lugar la regulacion post-transcripcional mediante el silenciamiento de genes por micro
RNAs (miR2) y la maquinaria del RNA de interferencia constituida por la RNA polimerasa dependiente
de RNA (RdRp), DICER y argonauta (AGO). Tomado de (Ankarklev et al., 2010).

Una hipdtesis que se ha propuesto sefiala que la concentracion del transcrito es la clave de la
seleccion (Gargantini et al., 2012; Prucca et al., 2008). Los estudios al respecto han
identificado unos RNA pequefios (SnoRNA) que dan origen a micro RNAs (miRNA) que
tienen como blanco 22 genes de VPS, de los cuales cinco de ellos miR 2, 4, 5, 6 y 10, tienen

la capacidad de regular la expresion de 178 VSPs mediante mecanismos que pueden ser
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cooperativos. La represion de la traduccidén por estos miRNA se ha establecido y se ha
observado que el 88% de los genes vsp poseen al menos un sitio blanco para uno de estos
cinco miRNAs (Saraiya et al., 2014b). Asi, el mecanismo involucrado en permitir la
expresion de solo una VSP puede incluir la regulacion de la expresion por diversos miRNAS
(Carranza and Lujan, 2010; Dolezal et al., 2005; Jenikova et al., 2011; Lauwaet et al., 2007;
Li et al., 2013; Saraiya and Wang, 2008).

Los sitios blanco de estos miRNAs, se pueden localizar tanto en la region 3’-UTR, donde los
genes de estas proteinas se encuentran mas conservados, en el codon de paro en ambas
regiones del ORF (Adam, 2000, 2001; Saraiya et al., 2014b). Se ha reportado qua la region
3"-UTR de Giardia es de 80 nucle6tidos (Franzen et al., 2013) pudiendo contener mas de un
sitio blanco para miRNA. La investigacion mas reciente al respecto mostré que cuando todos
los sitios blancos estan saturados con su correspondiente miRNA la expresion del vsp mRNA
se puede suprimir completamente (Saraiya et al., 2014b). Estos estudios también mostraron
que una variedad de combinaciones de miRNA puede suprimir efectivamente la expresion
de cada vsp mRNA por lo que la redundancia podrian mantener la mayoria de los VSPs en un
estado silencioso y se requeririan solo seis miRNA con sitios no superpuestos en el ORF para
la represion total de los mRNA (Saraiya et al., 2014b). Ademas, recientemente se demostrd
que en Giardia los transcritos de las VSPs sentido y anti-sentido se transcriben al mismo
tiempo, por lo que los transcritos con sus correspondientes anti-sentidos formarian RNAs de
doble cadena. los cuales serian degradados por Dicer, mientras que el transcrito sin un anti-
sentido seria la VSP expresada (Guo et al., 2014).

A grandes rasgos el mecanismo de silenciamiento inicia en el ndcleo donde un miRNA
primario es procesado por RNasalll, Drosha/Pasha, para generar un pre-miRNA con forma de
loop el cual es transportado hasta el citoplasma donde la RNasalll, Dicer, la procesa hasta un
miRNA de doble cadena. Posteriormente el RNA de doble cadena se une a la proteina
Argonauta la cual libera esta forma transitoria y da lugar al miRNA, induciendo a la vez al
complejo de silenciamiento miRISC; la interaccidn entre este complejo y el miRNA y su
MRNA blanco resulta en la inhibicién de la traduccién y degradacion del mRNA de los genes
vsp (Prucca et al., 2008). En estudios més recientes demostraron que dentro de esta via del
RNA de interferencia pueden estar participando RNA helicasas que suplan la falta de este
dominio en la proteina Dicer de Giardia (Gargantini et al., 2012).
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Diagndstico

La gran variedad de sintomas clinicos que presenta la Giardiasis hace dificil el diagnostico de
esta parasitosis. En pacientes con cuadros diarreicos de manera rutinaria se realizan examenes
de para la determinacion de Giardia sobre todo si el historial clinico del paciente muestra
situaciones que involucren una higiene deficiente. Ademas, la infeccion con Giardia se
distingue de una infeccidn bacteriana o viral por la larga duracion de los sintomas y por la
pérdida de peso (Hill, 1993). Convencionalmente la deteccion de los quistes de Giardia, en el
duodeno, heces y el ambiente o agua se lleva a cabo principalmente mediante el examen
microscopico. La identificacion de quistes e incluso trofozoitos en heces se realiza por
métodos coproldgicos como la concentracion con formol o por sedimentacion, seguido de
tincion con Lugol, hierro-hematoxilina, Giemsa o tricromica de Masson y observacion al
microscopio optico (McHardy et al., 2014). Sin embargo los analisis se deben realizar en
multiples y sucesivas muestras fecales en un periodo de 1-2 semanas debido a la naturaleza
intermitente de la excrecién de quistes llegdndose a obtener de esta manera la deteccién del
90% de las infecciones (Gardner and Hill, 2001; Soares and Tasca, 2016). En el caso de
pacientes en los que no se puede obtener la muestra se llevan a cabo endoscopias en las que se
toman de muestras de fluido duodenal y biopsias del tejido para detectar si el duodeno esta
colonizado por trofozoitos (Gardner and Hill, 2001). Ademas de las pruebas coprol6gicos se
han desarrollado pruebas mas rapidas, sensibles, especificas y reproducibles que incluyen la
deteccidn de coproantigenos por inmunofluorescencia indirecta, inmunoensayos enzimaticos,
inmunotincion, inmunohistoquimica e inmunocromatografia (Gardner and Hill, 2001;
Johnston et al., 2003). El uso de la microscopia de fluorescencia y la fluorescencia directa con
anticuerpos monoclonales contra Giardia acoplados a FITC (ITC-GmAb) los cuales
reconocen epitopes especificos en el quiste incrementan la sensibilidad en la deteccion (93-
100%) asi como la especificidad (99.8-100%) para la deteccion de quistes en muestras fecales
y ambientales (Koehler et al., 2014). Otros inmunoensayos enzimaticos han sido aplicados
como pruebas de diagnostico; estas incluyen ensayos de ELISA con una especificidad de 87-
100% y una sensibilidad de 63-100%; e inmunocromatografias con especificidad de 79-100%
y sensibilidad de 26-100% las cuales tienen como ventaja que pueden detectar la infeccion
antes de la excrecion de quistes en las heces y pueden ser empleados para la deteccion rapida
en un gran numero de muestras (Koehler et al., 2014).
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En cuanto a la identificacién de quistes en muestras de agua y ambientales, los métodos
actuales se basan en la filtracion, separacién inmuno-magnética y la deteccion
complementaria por inmunofluorescencia directa 0 microscopia de Normaski. La citometria
de flujo también se aplica para la deteccion de quistes de Giardia en este tipo de muestras
con la subsecuente inmuno-tincion y examen de microscopia; en particular esta técnica
permite distinguir entre los quistes viables y no viables en una muestra al tefiir los ndcleos
con yoduro de propidio (Koehler et al., 2014). También se aplican ensayos de FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization) para la deteccion de quistes basados en la hibridacion con
el RNA en una region de la subunidad pequefia del RNA ribosomal. En estas pruebas solo se
pueden identificar quistes viables ya que el RNA es degradado en los quistes inviables,
aunque no puede distinguir entre especies 0 ensamblajes.

En general existen limitaciones significativas en la deteccion y el diagnostico de Giardia
usando las técnicas convencionales de microscopia, biogquimicas, inmunolégicas y
seroldgicas. La desventaja principal de los métodos de diagndéstico mencionados es que no
pueden diferenciar el genotipo/ ensamblaje al que pertenece el parésito causante de la
infeccion ni ayudar a establecer si existen diferencias clinicas o epidemioldgicas entre los
ensamblajes A y B. Asi se han utilizado técnicas de biologia molecular como PCR, PCR de
RFLPs, PCR en tiempo real e hibridacion en muestras fecales para discriminar el ensamblaje
que infecta al paciente (Helmy et al., 2009; Laude et al., 2016; Ng et al., 2005; van Lieshout
and Roestenberg, 2015). Existen en el mercado kits de PCR multiplex para la deteccién de
paréasitos intestinales que son sensible para la deteccion de Giardia hasta en un 99.6% (Batra
et al., 2016; Becker et al., 2017; Molling et al., 2016). En cuanto a estudios epidemioldgicos a
gran escala que permitan desarrollar genotipificacion de alto rendimiento para las encuestas
temporales y espaciales, asi como el seguimiento de los cambios en el agua y el medio
ambiente se consideran técnicas potenciales el PCR en tandem multiplex y Luminex (Koehler
etal., 2014).
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Figura 17. Técnicas de deteccion de Giardia en muestras fecales o de agua

A) ldentificacidon convencional de quistes o trofozoitos por microscopia B) Inmunocromatografia, c)
Inmunoensayos para la deteccion de antigenos de quistes o trofozoitos, d) citometria de flujo para la
recuperacion y cuantificacién de quistes Tomado de (Koehler et al., 2014).

Al respecto se han hecho avances en el desarrollo de herramientas moleculares especificas y
sensibles para la identificacion y caracterizacion genética de Giardia, y el diagnostico de
Giardiasis. En particular, la identificacion y clasificacion de las especies y ensamblajes
utilizando genes, tales como la unidad ribosomal SSU-rRNA, la enzima glutamato
deshidrogenasa (gdh), beta-giardina, triosafosfato isomerasa (tpi) y el factor de elongacién 1-
alfa (efl-alpha) en combinacion con el rRNA han ayudado en la clasificacion sistematica, la
genética de poblaciones y la epidemiologia de Giardia, y en la confirmacion y el monitoreo
de brotes en humanos y animales (Siripattanapipong et al., 2011; Wielinga and Thompson,
2007). Los ensayos de PCR basados en primers ensamblaje-especificos permiten la deteccion
de Giardia ensamblaje A, B y E en muestras fecales con alta sensibilidad y especificidad
(Van Lith et al., 2015). En el futuro se prevé que la secuenciacion de todo el genoma de
Giardia en conjunto con herramientas moleculares (6micas) y bioinformaticas permitira la
definicion de una amplia gama de marcadores genéticos para su uso en herramientas de

diagnostico especificas y sensibles asi también como para estudiar la compleja red de factores
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bioldgicos y ecoldgicos que intervienen en las interacciones entre Giardia, su hospedero y el
medio ambiente (Koehler et al., 2014).
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Figura 18. Métodos moleculares para la identificacién y diagnéstico de Giardia

A) Hibridacién in situ (FISH) B) PCR, C) estudios de polimorfismo (SSCP), D) Restriccién de
fragmentos polimorficos (RFLP), E) Electroforesis capilar, F) PCR-tiempo real, G) Secuenciacion de
Sanger de productos de PCR. Tomado de (Koehler et al., 2014).

Tratamiento

Una vez que se ha diagnosticado al paciente con Giardiasis se procede a elegir el tratamiento
adecuado; ya que no existe una terapia farmacoldgica consenso debido a la variedad de
sintomas que pueden presentarse en los individuos afectados y a que los fArmacos disponibles
pueden causar efectos adversos o ser contraindicados en ciertas situaciones clinicas; ademas
de que la resistencia juega un papel importante en la infeccion (Gardner and Hill, 2001;
Leitsch, 2015).

El metronidazol, fenbendazol y el febantel son los farmacos cominmente usados en casos
clinicos aunque también son empleados el albendazol, la nitazoxanida, la furazolidona, el
tinidazol, la quinacrina y el ornidazol (Watkins and Eckmann, 2014). Este farmaco se ha

utilizado recientemente en casos de resistencia a nitroimidazoles reportando una efectividad
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del 100% por lo que se propone su uso en casos refractarios de Giardiasis (Requena-Mendez
etal., 2017).

Histdricamente la quinacrina, una acridina, fue el primer farmaco utilizado contra la
Giardiasis, su ventaja radica en que tiene efecto sobre el trofozoito y el quiste con una eficacia
del 90%. EI mecanismo de accion de este compuesto no es del todo claro pero se ha sugerido
que esta relacionado con la inhibicion de la sintesis del DNA al intercalarse en la molécula
aunque Giardia puede genera resistencia por exclusion y su uso es limitado por su toxicidad

y producir una coloracién amarilla en la piel y dermatitis exfoliativa (Harris et al., 2001).

La quinacrina fue reemplazada por los 5- nitroimidazoles que incluyen al metronidazol, el
benzoil-metronidazol, el tinidazol, el ornidazol, el nimorazol y el secnidazol. EI metronidazol
es el farmaco mas utilizado en el tratamiento de la Giardiasis en el mundo y se administra en
dosis orales de 250 mg por dia durante 5 a 10 dias con una eficacia de 80 al 95% aunque
recientemente el tinidazol se ha convertido en la droga de eleccion en los Estados unidos por
su eficacia mayor al 90%, su tolerabilidad y la conveniencia de administracion en una sola
dosis; asi mismo en un meta-analisis recientemente se mostrd que su eficacia es similar al
albendazol en el tratamiento de nifios infectados con Giardia (Escobedo et al., 2016).

Todos los derivados del grupo 5-Nitroimidazoles son pro farmacos cuya especificidad hacia
los microorganismos se debe al requerimiento de reduccidn de estos para generar radicales
libres intermediarios por reacciones redox de bajo potencial que se llevan a cabo solo en
organismos anaerobicos (Watkins and Eckmann, 2014). En Giardia las enzimas piruvato
ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) y Ferredoxina estan implicadas en la activacién de estos
compuestos debido a su bajo potencial redox, asi como la nitrorreductasa 1 y la tiorredoxina
reductasa (Leitsch et al., 2011; Leitsch et al., 2016; Nillius et al., 2011). Los metabolitos
reducidos se unen al RNA, el DNA y a proteinas causando estrés oxidativo y la muerte de los
trofozoitos (Leitsch et al., 2011; Uzlikova and Nohynkova, 2014), sin embargo los trofozoitos
de Giardia pueden llegar a desarrollar resistencia por disminucion en la actividad de estas
enzimas y por re-arreglos en el DNA (Ansell et al., 2015; Begaydarova et al., 2015; Leitsch,
2015; Leitsch et al., 2011; Muller et al., 2008; Muller et al., 2013; Upcroft et al., 1990;
Upcroft, 1998). En general los casos de resistencia a esta droga en la Giardiasis se ven con

poca frecuencia en la practica clinica (Watkins and Eckmann, 2014).

57



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

(@ ) "
OH

cl 0==S—0

R-NO,
le.g. Mz)

'Acatyl-CoA R

-NO.
FADH,
2 &)
& o
Fd
FAD
fred) . Adduction/
h R-NO;
(E,QH'

Inactivation

A
nvae
oY of target

(n-n.ec A proteins
e, He

< RioH

N
&

”JC /\- N

\( / © [-—;’\ (@) H,C OH

~ z, S D

HO (»]// 0\/’ “//w‘._‘ﬁ (j//N.\Q_?/Uh

Figura 19. Activacion de los grupos nitro en Giardia

Los farmacos precursores de grupos nitro (R-NO;) como el metronidazol difunde al parasito y son
reducidos en varias vias para radicales toxicos. Se han descrito tres vias: La de piruvato-Ferredoxina
oxidorreductasa (PFOR) que normalmente convierte el piruvato a acetil coenzima A para generar ATP
pero también reduce electrones a ferredoxina (Fd) la cual puede donar electrones a un pro-farmaco nitro.
La via de Nitrorreductasa (NR) que puede reducir profarmacos, aunque los cofactores requeridos no se
han caracterizado. Tiorredoxina reductasa (TrxR) que utiliza como cofactor la forma reducida de
riboflavina FADH2. Todas estas vias han sido implicadas en la resistencia a metronidazol, a la derecha se
muestra a la familia de los nitroimidazoles: metronidazol, a) ornidazol, b) tinidazol, ¢) nimorazol y d)
secnidazol. Tomado (Harris et al., 2001; Watkins and Eckmann, 2014).

Otro grupo de farmacos ampliamente utilizados en el tratamiento contra la Giardiasis son los
carbamatos de benzimidazol como el albendazol o el mebendazol. El albendazol tiene una
eficacia entre el 25 al 90% dependiendo de la dosis, similar al Metronidazol. Este farmaco se
administra en una sola dosis durante 5 dias mientras que el mebendazol tres veces al dia
(Watkins and Eckmann, 2014) y es la segunda opcion de tratamiento cuando los pacientes son
intolerantes al metronidazol. EI mecanismo de accion de estos farmacos consiste en la
produccién de especies reactivas de oxigeno que dafian el DNA; ademas interactdan
directamente con la B-tubulina evitando la polimerizacion de los microtibulos (Paz-
Maldonado et al., 2013). En aislados clinicos se ha encontrado resistencia a este farmaco
(Farbey et al., 1995) y por el uso de modelos de resistencia generados in vitro se ha
determinado que ésta puede ocurrir por reduccién en el metabolismo del albendazol,
incremento en las enzimas antioxidantes y por mutaciones en las proteinas p-tubulina, en el
residuo 198, y en B-giardina (Arguello-Garcia et al., 2004; Jimenez-Cardoso et al., 2009;
Leitsch, 2015; Muller et al., 2013; Paz-Maldonado et al., 2013; Upcroft et al., 1996).

La nitazoxanida, un nitrotiazol, también se utiliza en el tratamiento de la Giardiasis. Este
farmaco tiene un amplio espectro de actividad contra parasitos intestinales y bacterias y su

administracion es en un esquema de tres dias, aunque tiene como efecto adverso la
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produccién de malestares gastrointestinales. Su mecanismo de accion radica en que el pro-
farmaco es reducido por la enzima nitro reductasa GINR1 del parésito una forma toxica que
inactiva blancos en el parasito como la enzima PFOR.(Cedillo-Rivera et al., 2002; Muller et
al., 2006; Pal et al., 2009). EI mecanismo de resistencia de este farmaco estudiado en Giardia
consiste en la expresion alterada de genes involucrados en la respuesta a estrés, que incluye a
proteinas heat-shock y de proteinas de union a nitazoxanida (Galeh et al., 2016; Leitsch,
2015; Muller et al., 2008; Nillius et al., 2011).

Otro farmaco utilizado contra la Giardiasis es la furazolidona, este nitrofurano actua al ser
reducido a radicales nitro por la NADH oxidasa los cuales dafian estructuras celulares, el
DNA vy disminuyen la habilidad de los trofozoitos para enquistarse (Hausen et al., 2006).
Puede causar hemolisis en pacientes con deficiencia en la enzima glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (Watkins and Eckmann, 2014). Giardia puede ser resistente a este farmaco
por el incremento de las enzimas tiol que incrementan la resistencia al estrés oxidativo
(Leitsch, 2015).

En el caso de mujeres embarazadas o de infecciones resistentes se prescribe Paromomicina,
este medicamento es un aminoglucésido cuyo mecanismo de accién consiste en interferir con
la sintesis de proteinas de Giardia al interactuar con las subunidades 50S y 30S del ribosoma
(Kreutner et al., 1981; Meltzer et al., 2014). Finalmente la cloroquina, un farmaco anti-
malaria que posee actividad anti-giardia méas efectiva que el tinidazol, el albendazol y la
paromomicina también es utilizada en contra de este parasito aunque no esta disponible en
Estados Unidos o Canada (Watkins and Eckmann, 2014).

Una hipo6tesis de su mecanismo de accion es que este compromete la habilidad del trofozoito
para adherirse al epitelio intestinal (Baveja et al., 1998). Otros farmacos utilizados son la
Mepacrina y la Bacitracina-Zinc, aungue su uso estd restringido a casos de Giardiasis
refractaria (Carter et al., 2017).

Las estrategias terapéuticas en la Giardiasis refractaria incluyen un incremento en la duracion
del tratamiento, asi como dosis més altas del agente original, el cambio de farmacos o una
combinacion de farmacos, esto Gltimo incluso puede disminuir el riesgo del desarrollo de
resistencia a los farmacos. Sin embargo, un numero creciente de aislados de Giardia muestran
resistencia a estos farmacos por lo que se han abierto lineas de investigacion en la busqueda

de farmacos mas eficaces que van desde la bdsqueda de nuevas terapias basadas en
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modificaciones quimicas de estos compuestos; la busqueda en bibliotecas de farmacos para
identificar aquellos con actividad anti-giardia, asi como la identificacion de proteinas blanco
del parasito para el desarrollo de farmacos especificos.

Tabla 4. FArmacos comunmente utilizados en el tratamiento de la Giardiasis y sus
mecanismos de accion

. Metronidazol,
5-Nitroimidazoles Tinidazol B o
Inidazo Formacidn de aductos e inactivacion de
5-Nitrotiazoles Nitazoxanida Proteinas y DNA
5-Nitrofuranos Furazolidona
Acridinas Quinacrina Inhibicion de la sintesis de DNA
. Albendazol, Union a tubulina, interferencia con el
Benzimidazoles .
Mebendazol citoesqueleto
Quinolonas Cloraquina Desconocido
Aminoglucosidos Paromomicina Posible inhibicion de la sintesis de proteinas

Adaptado de (Watkins and Eckmann, 2014)

En cuanto al disefio de nuevos farmacos se ha plantado la modificacion en el nicleo del anillo
de imidazol de la familia de los 5-Nitroimidazoles y la substitucion de las cadenas en las
posiciones 1, 2 y 4 del anillo por grupos funcionales mas complejos. Estos analogos han
mostrado una actividad anti-giardia incrementada hasta 500 veces. Actuando mediante la
induccion de cambios en la morfologia del parasito y afectando el trafico vesicular y la
diferenciacion a quiste (Kim et al., 2017; Miyamoto et al., 2013; Valdez et al., 2009). Otra
ventaja de estos nuevos compuestos ademas del incremento en la actividad es que han
mostrado baja toxicidad. En una modificacion realizada a la nitazoxanida donde un anillo de
benceno se coloco entre el grupo nitro y el anillo de tiazol para crear un compuesto que es
cinco veces mas activo que la nitazoxanida y 18 veces mas que el metronidazol con baja
toxicidad en células de mamifero (Kulakova et al., 2014). Estrategias similares se han
realizado con el benzimidazol encontrandose que la sustitucion en la posicion dos desempefia

un papel crucial en el incremento de la potencia contra Giardia, dando como resultados
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compuestos con actividad anti-giardia mayor al metronidazol y el albendazol (Flores-Carrillo
et al., 2017; Navarrete-Vazquez et al., 2003; Valdez-Padilla et al., 2009; Valdez et al., 2002).
También se han desarrollado nuevos compuestos a partir de la nitazoxanida que en modelos in
vitro y murinos mostraron ser hasta 1015 veces mas efectivos que esta (Colin-Lozano et al.,
2017). Otro método del disefio de farmacos es el desarrollo de hibridos que combinen las
mejores caracteristicas de los farmacos originales. Al respecto se ha reportado que diez
hibridos del benzimidazol y la pentamidina mostraron una potencia entre 3 y 9 veces mayor
que los respectivos farmacos. Un hibrido entre la cloroquina, el etambutol e isoxil tuvo una
potencia 670 veces mayor que el metronidazol (Kulakova et al., 2014). Recientemente se
reportd que un hibrido entre nitazoxanida y el benzimidazol tiene una actividad anti-giardia
mayor a la de la nitazoxanida, el albendazol y el metronidazol (Matadamas-Martinez et al.,
2016).

Por otra parte, cuando se realiz6 la busqueda en una libreria constituida por 746 farmacos se
encontrd que la auranofina, que es usada en el tratamiento de la artritis reumatoide inhibe el
crecimiento de varios aislados de Giardia y se ha establecido que su mecanismo de accion es
la inhibicion de la enzima tiorredoxina glutation reductasa. El orlistat, el cual inhibe a las
lipasas pancreaticas también inhibe la replicacion de Giardia interfiriendo con las enzimas
que metabolizan lipidos en el parasito y por la limitacién que inducen de estos en el intestino.
El miltefosina un agente anti-Leishmania también mostro actividad contra Giardia en el cual
induce severos cambios morfologicos especificamente en el disco suctor (Kulakova et al.,
2014). Recientemente se reportd que el rabeprazol, un inhibidor de la bomba de protones de la
familia del omeprazol, puede inhibir a la triosafosfato isomerasa de Giardia especificamente
(Garcia-Torres et al., 2016). El quitosan, un antifingico, también mostré actividad contra el
quiste de Giardia en ensayos in vitro (Yarahmadi et al., 2016).

En otra basqueda en librerias de compuestos con actividad farmacéutica (HTS) que se acopld
a un ensayo bioluminiscente que monitorea el contenido de ATP en los trofozoitos de Giardia
que correlaciona con la viabilidad de estos se encontré que 43 de los 2816 farmacos son
letales para los trofozoitos y no toxicos para las células humanas (Kulakova et al., 2014). En
este ensayo el disulfiram, un farmaco contra el alcoholismo crénico mostro gran eficacia en
la eliminacion de giardiasis en modelos murinos inhibiendo la enzima carbamato cinasa; la

auranofina, un farmaco contra el reumatismo inhibe a la tiorredoxina oxidorreductasa de
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Giardia (Kulakova et al., 2014). Por altimo la fumagilina, utilizada para el tratamiento de
microsporidiosis en individuos inmunocomprometidos, inhibe a la enzima MetAP2
(metionina aminopeptidasa-2) que en Giardia se encuentra conservada ademas de que
funciona en cepas resistentes a metronidazol asi como los farmacos Carbadox y Tioxidazol
que también fueron identificadas en este estudio (Kulakova et al., 2014). Otro ejemplo de
farmacos con actividad anti-Giardia es el compuesto antitumoral NBDHEX que mostro ser
efectivo contra los trofozoitos de Giardia que se une in vitro a las proteinas tiorredoxina
reductasa y el factor de elongacion 1B-y (Camerini et al., 2017).

Como se sefiald previamente, otro rubro importante en el disefio de fa&rmacos contra Giardia
es identificar moléculas blanco que difieran entre Giardia y su hospedero seguido del disefio
de inhibidores especificos. Este es el caso de la arginina deaminasa (ADI), cuyo analogo no
existe en humanos y que ha sido identificado como un factor de virulencia que restringe al
hospedero de arginina desactivando la produccién de NO; las proteinas CWP y la UDP-N-
acetil glucosamina 4 -epimerasa, ambas involucradas en la sintesis de la pared del quiste
también son proteinas de interés para el desarrollo de inhibidores pues la inhibicion de estos
componentes puede afectar la viabilidad del quiste en el ambiente externo y de esta manera se
evitaria la diseminacién de la infeccion. En particular la proteina mayoritaria de la pared del
quiste, CWP2, ha sido evaluada como un candidato potencial para el desarrollo de vacunas
con resultados positivos (Abdul-Wahid and Faubert, 2007; Lee et al., 2009). Sin embargo un
estudio reciente mostrd que existe variacion genética en esta proteina entre el ensamblaje A 'y
B y entre cepas Yy aislados clinicos por lo que se postula que su uso puede tener un espectro
bajo de proteccién (Radunovic et al., 2017). Otras proteinas blanco son la cinasa ciclina-
dependiente, la triosa fosfato isomerasa y la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa, la carbamato
cinasa y las proteinas variables de superficie (VSPs) (Watkins and Eckmann, 2014). Al
respecto la inmunizacion con extractos de Giardia que expresan todas las VSP, debido al
silenciamiento de la maquinaria de represion de iRNA mostro que estos inducen proteccion
en modelos murinos y que pueden ser una manera efectiva de prevenir las infecciones
causadas por este parasito pues no existe una vacuna contra Giardia disponible (Rivero et al.,
2010). Por otra parte, en modelos murinos se probd una vacuna construida a partir de una
Salmonella enterica serovar Typhimurium atenuada recombinante, que expresa al-giardina y

otra que es una combinacion de al giardina y CWP2. La administracion oral de estas vacunas
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induce 1gG e IgA y confiere proteccion contra subsecuentes reinfecciones de Giardia, lo
anterior soporta el uso de estas proteinas como un antigeno para el desarrollo de vacunas
(Feng et al., 2016; Jenikova et al., 2011; Kulakova et al., 2014; Watkins and Eckmann, 2014).
Una cuarta alternativa al tratamiento farmacoldgico convencional contra Giardia, asi como
una fuente de nuevos farmacos son los extractos de plantas utilizados de manera tradicional.
En china se comercializan extractos de ajo Allium sativum cuya sustancia activa denominada
alicina tiene una dosis letal para Giardia de 50 de 14ug/ml(Harris et al., 2001). En la
herbolaria mexicana se reportan 14 plantas con actividad anti diarreica y antiparasitaria; seis
de ellas Justicia spicigera (Muicle), Lippia berlandieri (Orégano), Psidium guajava
(Guayaba), Cuphea pinetorum, Rubus coriifolius (Zarzamora) y Helianthemum glomeratum
(Cenicilla) tienen actividad anti Giardia incluso mayor que el tinidazol. En los dos Gltimos
casos se sabe que las sustancias activas son el kaempferol y la quercetina (Harris et al., 2001).
Los extractos de Yucca schidigera (Yuca), Geranium niver (Geranio) también mostraron
actividad anti-giardia in vitro, mientras que los extractos de Pippali rasayana y Piper longum
tienen actividad en modelos murinos (Gardner and Hill, 2001). Un analisis de los extractos
de la planta Oxalis corniculata permitio el aislamiento y la caracterizacion de un galacto-
glicerolipido con actividad comparable al del metronidazol. Otro ejemplo es el sdndalo Osyris
alba el cual se utiliza en la medicina tradicional en Jordania; contiene un alcaloide llamado
pirrolizidina el cual tiene actividad anti-giardia asi como el Sambucus ebulus cuyos extractos
matan a los quistes de Giardia de manera dosis dependiente (Watkins and Eckmann, 2014).
También se ha reportado actividad anti-giardia in vitro de extractos de Artemisia annua y
Curcuma longa (Golami et al., 2016; Said et al., 2012).Por otra parte se ha determinado que
los probidticos tienen un papel importante en la colonizacion de trofozoitos ya que en
modelos murinos el establecimiento de la infeccidn es dependiente de la composicién de la
microbiota y se ha demostrado que existe un sinergismo entre Lactobacillus casei y el
albendazol ademés de que reduce los sintomas y restaura la morfologia normal del intestino
(Watkins and Eckmann, 2014).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

La adhesion del trofozoito de Giardia duodenalis al epitelio intestinal es un proceso
multifactorial en el que intervienen el disco ventral, el flagelo ventral y moléculas de
superficie que permiten la unién del trofozoito al enterocito. El contacto del trofozoito con su
célula blanco induce la produccion de moléculas del parasito que pueden contribuir al
mantenimiento de la adhesion o a la activacion de vias de sefializacion en el enterocito que
desencadenan la patofisiologia de la Giardiasis. A la fecha no se ha analizado con detalle
estos productos denominados de excrecion/secrecion de Giardia. Los primeros intentos de
caracterizacion se llevaron a cabo en el denominado secretoma de interaccion de ensayos in
vitro con monocapas de células epiteliales y en sobrenadantes de medios de cultivo de
Giardia. Las principales proteinas secretadas identificadas son las enzimas metabdlicas ADI,
OCT y Enolasa, las proteinas VSPs y proteasas de tipo cisteina(Coradi and Guimaraes, 2006;
de Carvalho et al., 2008; Guimaraes et al., 2003; Jimenez et al., 2000; Ringqvist et al., 2008;
Rodriguez-Fuentes et al., 2006). En estos ensayos se han identificado proteasas de 135, 107,
73, 30 y 22 kDa. Cuando los trofozoitos de Giardia se trataron con los inhibidores de
proteasas L-1-cloro-3-[4-tosilamido]-4-fenil-2-butanona y L-leucil amida (4-guanidino)-
butano antes de la interaccion con las células epiteliales se observé una disminucion en la
adhesion de los trofozoitos a estas células (Rodriguez-Fuentes et al., 2006). Estos resultados
sugirieron que las proteasas pueden participar en la adhesion de Giardia al epitelio intestinal
degradando la mucina o exponiendo receptores en el enterocito. Al respecto la cistein proteasa
Catepsina B-like ha mostrado ser necesaria en la adhesion y patogenicidad asi como en la
modulacién de la respuesta inmunoldgica (Bhargava et al., 2015; Cotton et al., 2015; Cotton
et al., 2014; Hernandez-Sanchez et al., 2008; Manko et al., 2017). Las cistein proteasas son la
familia de proteasas con mas alta presencia en el proteoma de Giardia; 49.3% del total,
ademas de que 1.46% del genoma de Giardia corresponde a posibles peptidasas y un 1.06% a
homologos inactivos (Williams and Coombs, 1995). Estas cisteina proteasas degradan
colagena uno de los componentes mayoritarios de la matriz extracelular del epitelio intestinal
habilidad que le permitiria al parasito diseminarse en el intestino y acceder a nutrientes
(Coradi and Guimaraes, 2006). En nuestro grupo de trabajo una de las lineas de investigacién
es la caracterizacion de las proteasas que son liberadas por el trofozoito de Giardia durante la

interaccion con células del epitelio intestinal de rata IEC-6. Interesantemente en estos trabajos
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se identific6 mediante 2D-zimogramas a la proteina VSP9B10A, que pertenece a la familia de
las proteinas Variables de Superficie (Cabrera-Licona, 2010). La relevancia de este resultado
radicé en que no se habia mostrado que alguno de estos antigenos tuviera este tipo de
actividad, por lo que su funcion puede ir mas alla de la evasion de la respuesta inmunoldgica

del hospedero.
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Figura 20. ldentificacion de la proteina VSP9B10A en sobrenadantes de interaccién entre
trofozoitos WB y monocapas de células IEC-6

Los sobrenadantes recuperados después de 2 hrs de interaccion se analizaron por zimogramas 2D SDS-
PAGE para identificar las proteasas con alto peso molecular. En el panel A se muestra el patron
proteolitico en un gel tefiido con Coomassie. El recuadro de abajo muestra una amplificacion de los
puntos de degradacion donde se identifico a la proteina VSP9B10A por MALDITOF y MASCOT. En el
panel B se muestra el patron de proteinas en los sobrenadantes.

Asi mismo previamente se reportaron evidencias de que esta proteina puede tener una
participacion en la adhesién de Giardia (Bermudez-Cruz et al., 2004) . En este estudio se
caracterizo una proteina VSP de 63 kDa que tiene una homologia de 99.5% con la proteina
VSP9B10A. Ademas se observo que al incubar trofozoitos que expresan esta proteina con un
anticuerpo policlonal anti-VSP63 previamente a los ensayos de interaccion con la linea
celular MDCK la adhesién de los trofozoitos se veia disminuida (Bermudez-Cruz et al.,
2004).
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Otros estudios sugieren la participacion de las proteinas VSP en la patogenicidad y en la
virulencia de Giardia y que sus particularidades estructurales pueden ser relevantes en estos
procesos (Emery et al., 2016; Emery et al., 2015; Emery et al., 2014; Gargantini et al., 2016).
Considerando estos antecedentes resulta relevante establecer qué papel tiene la proteina
VSP9B10A durante la interaccion del trofozoito de Giardia y la célula del epitelio intestinal y
si puede ser esta un factor de patogenicidad.

La proteina VSP9B10A fue identificada en 1995 por Lujan y colaboradores con el uso de el
anticuerpo monoclonal 9B10 obtenido a partir de la inmunizacién de ratones con purificados
de la pared de quistes generados in vitro de la cepa WB/127 de Giardia. Este anticuerpo
reacciona con la superficie del trofozoito y se establecié que reconoce a la proteina
VSPIB10A de 76.76kDa y a la proteina VSP9B10B de 68.45 kDa en el fragmento homologo
de las proteinas que va del aminoacido 39 al 422. La diferencia entre estas proteinas es que la
VSPI9B10A posee en la region central 70 aminoécidos que no estan presentes en la
VSPI9B10B ademas de que esta Ultima se expresa exclusivamente durante el enquistamiento
(Carranza et al., 2002). La region codificante de la proteina VSP9B10A es de 2220 bases
cuyo producto es una proteina de 740 aminoacidos. Esta proteina, como otras VSPs tiene un
extremo carboxilo conservado, repeticiones de los motif CXXC y GGCY, asi como un
dominio de dedo de zinc modificado. El alineamiento con base en la estructura, asi como el
modelamiento tridimensional de la proteina VSP9B10A con la cistein proteasa de Giardia y
la catepsina B consenso permitié determinar que esta proteina tiene una zona de homologia
con estas proteasas que no es evidente mediante el anélisis de dominios conservados realizado
con programas como Phyre o la herramienta de blasqueda de dominios conservados de NCBI.
Este resultado sugirié que las diferencias probablemente se deban a la divergencia temprana
de este parasito que hace que sus proteinas no sean convencionales. Mediante este analisis se
identificaron en la zona de homologia los residuos de cisteina caracteristicos de las cistein
proteasas, en las posiciones 15, 49 y 99 que por modelamiento se observan en las mismas
posiciones tridimensionales que los encontrados en la catepsina B de eucariontes superiores y
la CP1 de Giardia en los residuos 14, 43 y 100. En cuanto al sitio de union al sustrato S2 en
la proteina VSP9B10A fue posible localizar los residuos de glicina y acido glutdmico en las
posiciones 202 y 249 respectivamente que ayudarian a estabilizar la union del sustrato al sitio

catalitico y que tridimensionalmente son semejantes a las posiciones que ocupan en la
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catepsina B en la posicion 198 en el caso de la glicina y 245 en el del acido glutdmico
(Cabrera-Licona, 2010). Por ultimo también se identificaron residuos que pueden constituir la
triada catalitica en la proteina VSP910A estos incluyen: un residuo de cisteina en la posicion
30, histidina en la posicion 80 y &cido glutamico en la 249; aunque estos difieren con respecto
a las posiciones que presentan en la catepsina B donde la cisteina se ubica en la posicién 29,
la histidina en la 199 y el acido glutdmico en la 245 el modelo tridimensional muestra que se
encuentran muy cercanos y que por lo tanto pueden estar formando el sitio catalitico
(Cabrera-Licona, 2010).

Figura 21. Modelamiento de la zona catalitica predicha en la proteina VSP9B10A

La zona de homologia entre la proteina VSP9B10A vy la catepsina B humana se modeld usando el
servidor Swiss-model y se visualiz6 con UCSF-Chimera. Los residuos correspondientes a la triada
catalitica en la proteina VSP9B10A (A) y la proteasa (C) se muestran en color cian. Los modelos se
validaron por Ramachandran (B. Los residuos que forman el sitio de unién al sustrato en la proteina
VSP9B10A se muestran en magenta y los que coordinan la unién del Calcio en naranja. Las superficies
moleculares se muestran en D y E. Los residuos expuestos en la superficie de la triada catalitica y en el
sitio de unién al sustrato se muestran en cian y magenta, respectivamente.
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La identificacion de estas caracteristicas estructurales en la proteina VSP9B10A constituye
una fuerte evidencia de que esta proteina posee actividad proteolitica y que puede tener un
papel en la adhesion de Giardia al epitelio intestinal ademas del papel que se les ha dado en la
evasion del sistema inmune y en las reinfecciones (Rivero et al., 2010). Sin embargo, debido a
las caracteristicas particulares en la expresion de las proteinas de la familia de las VSPs el
estudio de su papel durante la interaccién trofozoito-célula requiere contar con una poblacién
que la exprese de manera estable. Aun cuando se han realizado trabajos con poblaciones en
los que se obtuvieron por dilucién trofozoitos que solo expresan una VSP los ensayos deben
realizarse en las primeras doce horas de cultivo para minimizar la probabilidad de que ocurra
el recambio; no obstante esto no asegura la homogeneidad en la expresion de la proteina en la
poblacién (Rivero et al., 2010). Debido a lo anterior en este trabajo se utilizaron poblaciones
de trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A, obtenidas mediante

transfeccion, para estudiar el efecto de esta durante la interaccion con células epiteliales.
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JUSTIFICACION

Una de las lineas de investigacion dentro del estudio del parésito Giardia y la infeccion que
genera, la Giardiasis, es establecer los mecanismos que permiten al trofozoito interactuar con
el enterocito para generar la patofisiologia de esta infeccion. Algunos estudios pioneros
utilizando transcriptémica y protedmica, han identificado un pequefio set de proteinas cuya
expresion se incrementa durante la interaccion parésito-célula, asi como proteinas que son
liberadas al medio durante esta interaccion in vitro, sin embargo, no se ha determinado el
papel especifico de éstas. Dentro de este grupo de proteinas se encuentran los antigenos de la
familia de las proteinas VSPs, una de la familia de genes méas numerosa en el genoma de
Giardia con una alta diversidad entre ellas. Aunque su papel principal en la biologia de
Giardia se relaciona con la evasion de la respuesta inmunoldgica del hospedero, la gran
variabilidad entre ellas ha llevado a especular que pueden tener otras funciones durante la
infeccion y estar relacionadas con la virulencia. Al respecto la proteina VSP9B10A, que fue
identificada en interactomas de trofozoitos con células IEC-6, también mostré tener
caracteristicas estructurales de cistein proteasas y fue identificada como una proteasa en
estudios de protedmica. Esta actividad observada in vitro no habia sido reportada para
ninguna otra de las proteinas de esta familia por lo que es factible que la proteina VSP9B10A
tenga un papel bioldgico distinto o complementario a la variacion antigénica. Tomando en
cuenta estas evidencias experimentales, en este trabajo se propuso determinar cual es el efecto
de una poblacién de trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A
durante la infeccion de células epiteliales. Los estos estudios sobre los posibles mecanismos
de accion y la funcion bioldgica de esta proteina pueden aportar informacion que contribuya a
comprender mejor los mecanismos de patogenicidad de Giardia.
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HIPOTESIS

Si la proteina VSP9B10A tiene en el extremo N-terminal el sitio de union al sustrato y la
triada catalitica caracteristica de las cistein-proteasas y es liberada al medio durante la
interaccion de los trofozoitos con ceélulas del epitelio intestinal, entonces la expresion
constitutiva de la VSP9B10A en una poblacion de trofozoitos de Giardia nos permitira
analizar el comportamiento de este antigeno durante el contacto temprano con las células, asi
como determinar si induce cambios citopaticos que pueden alterar la barrera epitelial y en las
proteinas de las uniones estrechas que mantienen la estabilidad de ésta y definir si actia como

un factor de virulencia de Giardia.

OBJETIVOS
General

Caracterizar el efecto que tiene una poblaciéon de trofozoitos de Giardia duodenalis que
expresa constitutivamente a la proteina VSP9B10A sobre las monocapas de células epiteliales
IEC-6, MDCK y Caco-2/TC7.

Particulares
e Determinar in vitro el efecto de trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina

de superficie VSP9B10A sobre la integridad de monocapas de células epiteliales IEC-6 y
MDCK

o Analizar el perfil de proteasas presente en sobrenadantes de interaccion de trofozoitos
VSPI9B10A.pAC con células epiteliales IEC6 y determinar su liberacion durante este
proceso empleando Western-blot y los anticuerpos policlonal y monoclonal especificos
para la proteina VSP9B10A, asi como el analisis de espectrometria de masas.

e Determinar si existe una relacion entre la liberacion de la proteina VSP9B10A durante la
interaccion con células in vitro de trofozoitos VSP9B10.pAC y los efectos citopaticos
observados sobre la monocapa mediante ensayos de inhibicion de la adhesion y Western-
blot

e Determinar el efecto de los sobrenadantes obtenidos de la interaccion IEC-6/Trofozoitos
VSP9B10A sobre las monocapas de células epiteliales IEC-6
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e Determinar el efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre la integridad de
monocapas de células de intestino humano Caco-2/TC7

e Determinar el efecto de estos trofozoitos sobre la resistencia transepitelial de monocapas
celulas Caco-2/TC7

e Determinar el efecto de estos trofozoitos sobre el cinturon de actina y las proteinas de las
uniones estrechas

e Bloquear la expresion de la proteina VSP9B10A en trofozoitos WB y determinar su
efecto sobre la integridad de monocapas de células Caco-2 /TC7 y en las proteinas de las

uniones estrechas

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo de trofozoitos transfectados con el plasmido VSP9B10A.pAC

En este trabajo se emplearon cuatro poblaciones distintas de trofozoitos de Giardia
duodenalis: I)los trofozoitos cepa WB C6 (ATCC#30957) empleados como control durante
todos los experimentos llevados a cabo; 1) trofozoitos de esta misma cepa transfectados con
el vector vacio pAC especifico para la expresion de genes en Giardia y que fue establecido
como un control de los efectos de la transfeccion sobre la patogenicidad del parésito; I11)
trofozoitos WB transfectados con el vector VSP9B10A.pAC (Cabrera-Licona, 2010) que
expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A y V) trofozoitos donde la expresion de
la proteina fue silenciada mediante la transfeccién del vector VSP9B10A(INV).pAC. La
secuencia reversa complementaria del gen de la proteina VSP9B1A (Giardia DB numero de
acceso GL50803 101074) se clond en el vector de expresion pAC especifico para Giardia
(donado por el DR. Stafan Svard, Uppsala University) (Jerlstrom-Hultgvist et al., 2012). Los
oligonucledtidos VSP INV 5 5-GATATCGCCTTGCCTCTGCAC-3'y VSP INV 3 5'-
GCGGCCGCATGTTTGGCAGTT-3" se disefiaron utilizando el Software OLIGO 4;
adicionando las secuencias de las enzimas de restriccion Eco R5 y Not-1 en el primer 5’y
3’respectivamente con la finalidad de ligar la secuencia con el vector. La reaccién de
amplificacion del inserto por PCR, la ligacién, caracterizacion y secuenciacion se realizaron
siguiendo la metodologia utilizada para obtener la construccion VSP9B10A.pAC (Cabrera-
Licona 2010).

Todas las clonas se mantuvieron en tubos tipo Falcon® cénicos de 15 ml con medio
modificado de Keister TYI-S-33 (Keister, 1983) adicionado con caseina y complementado
con suero bovino HyClone al 10% y una solucion al 1% de antibiético/antimicético 100x
(HyClone) e incubados a 37°C. Los trofozoitos transfectados se mantuvieron bajo seleccion
con dihidrocloruro de puromicina (Sigma) en distintas concentraciones para los trofozoitos
con el vector vacio y aquellos que expresan establemente a la proteina VSP9B10A. La
concentracion utilizada fue de 20 pg/ml mientras para aquellos con dos vectores la
concentracion fue de 40 pg/ml. La expresion de la proteina VSP910A en la poblacion de los
trofozoitos transfectados se determiné periddicamente mediante inmunofluorescencias
indirectas y Western-blot con los anticuerpos anti-FLAG® M2 (Sigma) que reconoce a la
proteina VSP9B10A recombinante (VSP9B10A r) y los anticuerpos monoclonal VSP9B10A
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(Lujan et al., 1995) y policlonal VSP9B10A (Cabrera-Licona, 2010). Los cultivos se
renovaron cada tercer dia despegando los trofozoitos adheridos a las paredes de los tubos por
enfriamiento; 10 minutos en hielo. Alicuotas de 1 ml se transfirieron a tubos nuevos con
medio complementado. Las clonas obtenidas durante este trabajo se crio-preservaron
utilizando DMSO al 20% en N2 liquido.

Cultivo de las lineas celulares IEC6, MDCK y Caco-2/TC7

Las lineas celulares IEC-6 (ATCC CRL1592) MDCK (ATCC-CCL34) y la linea Caco-2
clona TC7 (Chantret et al., 1994) se mantuvieron en cajas para cultivo celular de 25 cm?
(Sigma) con medio minimo esencial DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium)
(GibcoBRL) suplementado con suero fetal bovino (HyClone) al 10 %, una mezcla de
antibioticos/antimicoticos 100x (HyClone) al 1 %, Glutamina al 0.1 % e incubadas a 37 °C y
5 % CO2. El medio se reemplazd cada tercer dia. Los cultivos confluentes se tripsinizaron
(Sigma Trypsin 1:250 from porcine pancreas) por 5 minutos y una alicuota de 100 pl se

transfirio a cajas nuevas con medio fresco para renovar los cultivos.

Ensayos de interaccion

Se sembraron en placas de 24 pozos (Corning®) en cuyo fondo se colocaron cubreobjetos
estériles 24,000 células IEC6 o MDCK por pozo en fase exponencial de crecimiento y se
incubaron por 48 hrs a 37°C y 5% de CO2 en medio DMEM completo para obtener capas
confluentes. En el caso de la linea celular Caco 2/TC7 las células se utilizaron 3 o 21 dias post
confluencia para realizar los ensayos de interaccion (Ringqvist et al., 2011).

En los ensayos de adhesion con monocapas de células IEC-6 estas se co-cultivaron con 2x10°
de trofozoitos WB vy transfectados, resuspendidos en 500 pl de medio DMEM sin suero por
pozo; los trofozoitos se lavaron previamente tres veces con el medio incompleto frio. La
interaccion se llevo a cabo por 2 horas a 37°C y 5% de CO2 (McCabe et al., 1991). En el caso
de las interacciones con monocapas MDCK y Caco 2/TC7 el inéculo de trofozoitos WB,
PAC, VSP.pAC y VSP (INV).pAC utilizado fue de 5x10°y el tiempo de interaccion de 18 y
24 respectivamente (Humen et al., 2011).

Una vez terminado el tiempo de incubacion se recuperaron distintas muestras: los

sobrenadantes de interaccion de cada condicién; los cuales se centrifugaron a 250g x 10
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minutos para retirar los trofozoitos, después estos sobrenadantes se concentraron con
centricones Millipore® con un poro de exclusion de 10 kDa. Las muestras se almacenaron en
alicuotas a -70°C para posteriormente analizar el perfil proteico en estas. Los trofozoitos
recuperados se fijaron con paraformaldehido al 4 % para emplearlos en ensayos de
inmunofluorescencias o se almacenaron a -70°C para obtener RNA.

Las monocapas de células epiteliales se lavaron tres veces con PBS estéril y 1) se fijaron con
PFA al 4% para observar los cambios en la integridad de la monocapa o, 11) para llevar acabo
inmunofluorescencias o 1) se adiciond RIPA buffer al 1% (Tris-HCI 50 mM (pH 7.5), 0.5%
(v/v) Desoxicolato de Sodio,100 mM NaCl, 5 mM MgClI, 1 mM EDTA,0.5% Nonidet P-40,
20 mM NaF, 1 mM Na3VvO04, 1X Complete Miniprotease inhibitor tablet [Roche]) para
obtener proteinas totales que se almacenaron a -70°C para ensayos de Western-blot; 1V) se
adiciond TRIzol® (Invitogen) y se almaceno el lisado a -70°C para obtener posteriormente el

RNA de estas monocapas.

Determinacion de la actividad proteolitica en sobrenadantes de interaccién por
zimogramas

Se analizaron las proteasas excretadas durante la interaccién parésito-enterocito a través de
SDS-PAGE en condiciones nativas no reductoras en geles al 12% de poliacrilamida co-
polimerizados con gelatina al 0.2% (Sigma). Se utilizaron 30 pl de cada sobrenadante
concentrado: célula epitelial sin trofozoitos, células incubadas con trofozoitos WB, pAC,
VSP.pAC o VSP (INV). pAC. A la par se realizé un gel SDS-PAGE sin gelatina para
determinar el patron proteico y asegurar la misma concentracion de proteinas en cada
condicion.

Los geles se corrieron a 100 V por 2 hrs. Después estos se incubaron en una solucion de
Triton X-100 al 2.5%(v/v) en agua por una hora y al término del tiempo de incubacion se
lavaron tres veces con agua bidestilada. Para desarrollar la actividad proteolitica los geles se
incubaron en buffer de acetatos pH 5.5 con DTT 1 x 10°M por 16 hrs a 37 °C en agitacion
constante, se enjuagaron tres veces con agua bidestilada para retirar el buffer de activacion y
se tifieron con azul de Coomassie por 2 horas a 37°C con agitacion constante. Se lavaron con
agua destilada para retirar el exceso de colorante y se incubaron con, una solucién de &acido
acetico/metanol al 10%(v/v) hasta observar las bandas de actividad manifestadas como

bandas blancas en un fondo azul (Lockwood et al., 1987). Las imagenes de los geles se
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obtuvieron con el foto-documentador UVP High Performance Ultraviolet Transilluminator y
el software Launch DocltLS.

Identificacion de la proteina VSP9B10A en sobrenadantes de interaccion por Western-
blot y espectrometria de masas

Los sobrenadantes de interaccién obtenidos de cada condicion se analizaron en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12 % en condiciones reductoras y desnaturalizantes (-
mercaptoetanol y 5 minutos a 90 °C). Las proteinas se separaron a 100 V por dos horas y se
transfirieron a membranas de PVDF por 1:30 minutos a 300 mAp en frio. Las membranas se
bloquearon con leche descremada al 5 % durante 1 hr a temperatura ambiente y agitacion
constante. Posteriormente se realizaron tres lavados con TBS-Tween al 0.01% y se procedi6 a
incubar las membranas con una dilucién 1:500 del anticuerpo Mc o Pol anti-VSP9B10A en
leche al 5 % toda la noche a 4 °C en agitacion constante. Una vez terminada la incubacion el
exceso de anticuerpo se retiré con cinco lavados de 10 minutos con TBS-T. En estos ensayos
se utilizdé una dilucién de 1:20,000 del anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a HRP
(Pierce® Antibody Mouse 1gG (H-L) Horsedish Peroxidase) para incubar las membranas por
1 hr a temperatura ambiente en agitacion constante. Posteriormente se realizaron cinco
lavados con TBS-T previos a revelar las membranas con el sistema Western Lightning®Plus
ECL (PerkinElmer Inc). Las placas obtenidas se foto-documentaron con el equipo (UVP High
Performance Ultraviolet Transilluminator) y el software Launch DocltLS.

Para comprobar la identidad de la proteina VSP9B10A se recorté una banda de actividad
proteolitica de aproximadamente 75 kDa observada en los zimogramas y se envié para un
analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF en la unidad correspondiente del
Biomedical Center (BMC) de la Universidad de Uppsala Suecia. Los resultados se analizaron
utilizando el software MASCOT.

Analisis de la expresion de la proteina VS9B10A durante la interaccion por qRT-PCR e
inmunofluorescencia indirecta

Los trofozoitos obtenidos antes y despues de la interaccion con células epiteliales y que se
fijaron con PFA al 4 % se bloquearon con una solucion de BSA al 1 % en PBS por una hora a
37°C; se lavaron tres veces con 50 pl de PBS estéril antes de ser incubados con una dilucién
1:500 del anticuerpo monoclonal anti-VSP9B10 en BSA al 1 % por una hora a 37 °C en

agitacion. Al término de este proceso, los trofozoitos se lavaron tres veces con PBS y se
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incubaron con el anticuerpo secundario anti 1gG de raton acoplado a FITC (Anti-Mouse 1gG
whole molecule (Sigma) por 45 minutos a 37°C en agitacion constante. Las pastillas se
lavaron tres veces con PBS y se procedié a montar las preparaciones en portaobjetos con
ProLong®Gold con DAPI (Life technologies). Las preparaciones se observaron con el
microscopio dptico con sistema de epifluorescencia Axioskop40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8)
y con el microscopio confocal Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). Como control se
incluyé en los ensayos de inmunofluorescencia trofozoitos que no se incubaron con el
anticuerpo primario para descartar el fondo de isotipo.

El RNA total de trofozoitos tomados antes y después de la interaccion se obtuvo siguiendo el
protocolo de TRIzol® (Life Technologies). EI RNA se cuantificé y su integridad se observo en
geles de agarosa al 1.2%. Las muestras de RNA se trataron con DNasal Amplification Grade
(Life Technologies) por 30 minutos a 37 °C. Con un 1 pug de RNA libre de DNA se procedi6 a
realizar la sintesis de cDNA utilizando los oligonucledtidos oligo(dT) y el Kit SuperScript I
RNase H™ Transcriptasa reversa (Invitrogen). En estos ensayos se emplearon 250 ng de cDNA
para el ensayo de gRT-PCR llevado a cabo con el Kit S Maxima SYBR Green/Rox gPCR
Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Al mix se afiadieron 100 nM de los oligonucleétidos en
cada reaccion; los cuales se disefiaron en base a la secuencia del gen de la proteina
VSPI9B10A (Giardia DB numero de acceso GL50803 101074) especificamente los
nucleotidos que corresponden a la region N-terminal que va del residuo 210 al 280 la cual es
caracteristica de esta proteina, estos fueron asignados como VSP9B10A5°5 -
AAGGGTTCTTCGCGAAA-3" y VSPI9B10A3" 5 -TCTTCAGGTACGGCTTGT-3". Las
reacciones se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystem®). Los datos se analizaron mediante el método de CT comparativo ACt= (Ct gen-
Ct del gen basal) con el software del equipo normalizados contra los valores del gen
ribosomal 28S (ORF 17,364) y la expresion de la proteina VSP9B10A en los trofozoitos WB

sin interaccionar con las células epiteliales.

Determinacion de la permeabilidad de las monocapas durante los ensayos de interaccion
por transporte de Dextran

Las células Caco 2/ TC7 se sembraron en placas de 24 pozos Corning ® HTS Transwell
(Sigma-Aldrich), 8 dias post-confluencia (Sambuy et al., 2005) se realizaron los ensayos de
interaccion infectando las monocapas con 5x10° trofozoitos de la cepa WB, VSP9B10A.pAC
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y como controles trofozoitos transfectados con el gen de la proteasa Catepsina B-Like 14019
y la Catepsina B purificada. Al medio de interaccion en el lado apical se adiciond Dextran
acoplado a Isocianato de Fluoresceina FD-4 con un peso molecular de entre 3 y 5 kDa
(Sigma). La deteccion de fluorescencia en el compartimento basal se midi6 durante 2, 4, 6, 8
y 24 hrs usando el lector de placas multi modal Infinite M200 (PRO TECAN). Las longitudes
de onda de excitacion y emision fueron de 490 y 520 nm respectivamente. Los resultados se
expresaron como el porcentaje del valor basal. El transporte acumulativo de FD-4 se calculd
como (%del valor inicial) = (RFUexpiX 100)/RFUcontror (Carrasco-Pozo et al., 2013). Cada
ensayo se realizd por triplicado y los datos se analizaron con la prueba estadistica de ANOVA
de dos colas (P< 0.05) con el software GraphPad Prism 7.0.

Determinacion del efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre la polimerizacion de
F-actina mediante inmunofluorescencia directa

Las monocapas de células Caco-2 que se fijaron con paraformaldehido al 2 %,
correspondiente a cada una de las condiciones de interaccion con trofozoitos WB,
VSPI9B10A.pAC y VSP(INV).pAC se lavaron tres veces con PBS frio para retirar los
trofozoitos adheridos, las células se permeabilizaron con NP-40 al 0.04 % en PBS por 15
minutos en agitacion. EI detergente se retir0d y los restos se eliminaron con tres lavados con
PBS estéril. Enseguida se procedié a bloguear las células con BSA al 0.5 % por 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de tres lavados con PBS las células se incubaron por 45 min a
37°C con una dilucién de 1/500 en BSA al 0.01 % de AlexaFluor®488 Faloidina (Life
Technologies). El fluoréforo se retird con 3 lavados con PBS y dos mas con agua bidestilada
estéril. Las preparaciones se montaron en cubreobjetos con ProLong®Gold con DAPI (Life
technologies™). Estas se observaron en el microscopio Optico con sistema de
epifluorescencia Axioskop 40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) y en el microscopio confocal
Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). Se documentaron 50 cortes Opticos horizontales de
0.20 um de espesor. Asi mismo, se obtuvieron imagenes de cortes transversales en 3D. Como
control de estos ensayos se utilizaron monocapas de células Caco-2/TC7 sin infectar.

Para determinar si la polimerizacion de actina se ve afectada por la co-incubacion con los
trofozoitos se determind la presencia o ausencia de G-actina mediante la tincion con
AlexaFluor® 594 Desoxirribonucleasa 1(Life technologies ™). En estos ensayos se siguio el

mismo procedimiento para la tincion con Faloidina, pero se adicion0 un paso de incubacion
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con una solucion de 0.3 uM de DNAsa 1 en BSA 1% /PBS por 15 minutos a temperatura
ambiente y en agitacion.

Con la finalidad de determinar si la despolimerizacion de actina esta mediado por la via de las
GTPasas pequefias Rho/Rac/CDCA42 se llevaron a cabo ensayos empleando extractos de las
proteinas totales de monocapas no infectadas e infectadas con las tres poblaciones de
trofozoitos: WB, VSP.pAC y VSP(INV). pAC. Los extractos se obtuvieron utilizando el Kit
de activaciéon RhoA/Rac1/Cdc42 (CELL BIOLABS inc); la co-precipitacion e identificacion

de las proteinas por Western-blot se realizé siguiendo el protocolo indicado por el KIT.

Andlisis del efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre la localizacion de las
proteinas de las uniones estrechas ZO-1, ocludina y claudina-1 por inmunofluorescencia
directa y Western-blot

Las monocapas de células Caco-2/TC7 que se fijaron con PFA al 2 % se lavaron tres veces
con PBS para retirarlo y se permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0.5% en PBS por 3 minutos.
Se retir0 el detergente con tres lavados de PBS y las muestras se bloguearon con BSA 1% en
PBS por una hora a temperatura ambiente en agitacion constante. Enseguida se realizaron tres
lavados con PBS antes de incubar las monocapas con diluciones de 1/500 en BSA al 1 % en
PBS del anticuerpo de conejo policlonal anti ZO-1(Mid) (NOVEX Life technologies™),
1/250 del anticuerpo de conejo policlonal anti ocludina (NOVEX Life technologies™) y
1/100 del anticuerpo de conejo policlonal anti claudina-1 (NOVEX Life technologies), la
incubacién se realiz6 por una hora a 37°C en agitacion constante. El exceso de anticuerpos se
retird lavando tres veces con PBS. El anticuerpo secundario anti conejo acoplado a FITC
[(Anti Rabbit IgG (Whole molecule) FTC conjugate (Sigma)] se adicion6 en una dilucién de
1/250 en 1 % BSA-PBS. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS y dos con agua
antes de montar las preparaciones en portaobjetos con ProLong®Gold con DAPI (Life
technologies™). Las muestras se observaron en el microscopio Optico con sistema de
epifluorescencia Axioskop40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) y posteriormente en el microscopio
confocal Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). Se realizaron 50 cortes dpticos horizontales
de 0.20 pum de espesor; tambien se obtuvieron iméagenes de cortes transversales.

Para determinar si existian cambios diferenciales en las monocapas de cada condicion se
obtuvieron extractos totales utilizando el buffer RIPA al 1% ((Tris-HCI 50mM (pH 7.5), 0.5%
(v/v) Desoxicolato de Sodio,100 mM NaCl, 5 mM MgCl, 1 mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40,
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20 mM NaF, 1 mM Na3V04, 1X Complete Miniprotease inhibitor tablet [Roche]). El buffer
de lisis del Kit RhoA/Cdc42 Acivation Assay (CELL BIOLABS, INC) también se utiliz6
debido a su composicion distinta de detergentes, los cuales se encuentran en mayor cantidad
que en el buffer RIPA. Los lisados se centrifugaron a 12,000g x 15 minutos en frio y el
sobrenadante se recuperd y alicuot6. La concentracion de proteinas se determind utilizando el
método del Pierce®BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) y se leyd la absorbancia a
562 nm en un lector de placas. Posteriormente 20 pg de las muestras en condiciones
desnaturalizantes y reductoras se separaron por SDS-PAGE en geles al 8 y 15 % de
acrilamida. Los geles se transfirieron a una membrana de PVDF por 1:30 min a 300 mAp en
frio. Las membranas se bloguearon con leche al 5 % por una hora a temperatura ambiente en
agitacion constante y se llevaron a cabo tres lavados con PBS para después incubar las
membranas con los anticuerpos Z0-1, ocludina (geles al 8%) y claudina-1 (geles al 15%) en
BSA 1% en PBS. Como control de carga se utilizo el anticuerpo de conejo anti B-actina
(Sigma) en una dilucién de 1/100 en BSA. La incubacion con estos anticuerpos se llevo a
cabo toda la noche a 4°C. Para eliminar el exceso de anticuerpos las membranas se lavaron
tres veces y posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario anti conejo acoplado a
HRP (Pierce® Antibody Rabbit IgG (H+L) Horsedish Peroxidase Thermo Scientific)) en una
dilucion 1/20000 en PBS por una hora a temperatura ambiente y agitacién constante. La
reaccioén se reveld con el kit Western Lightning® Plus ECL (Perkin Elmer Inc.) y la
documentacion de las placas se realiz6 empleando el equipo UVP High Performance

Ultraviolet Transilluminator y el software Launch DocltLS.

Determinacion del efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre la activacion de los
receptores de proteasas PAR1 y 2 por RT-PCR, inmunofluorescencia indirecta y
Western-blot

El RNA de las monocapas de células Caco-2/TC7 incubadas o no con trofozoitos de las
poblaciones mencionadas se obtuvieron mediante el método de TRIzol® (Invitrogen). EI RNA
obtenido se cuantificd y su calidad se analiz6 en geles de garosa al 1.2%. Estas muestras se
trataron con DNasal Amplification Grade (Life Technologies) por 30 minutos a 37 °C. Con
un 1 pg de RNA libre de DNA se procedié a realizar la sintesis de cDNA utilizando los
oligonucledtidos oligo (dT) y el Kit SuperScript Il RNase H™ Transcriptasa reversa

(Invitrogen). En el ensayo de gRT-PCR se utilizaron 250 ng de cDNA empleando el Kit S
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Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Para el ensayo se
utilizaron 100 nM de los primers en cada reaccion. Estos se disefiaron con base a la secuencia
de los genes de los receptores PAR 1-4: PAR 1 NCBI Reference Sequence: NM_001992.3(5”)
5’-AGGTGCTGAGTGTACAGA-3’, PAR 1(3’) 5>-TACATCACACTCTATGCA-3’; PAR 2
GenBank: U34038.1(5’) 5’-TTCATTCCTGCCCTGAACATC-3°, PAR 2(3) 5’-
TGAACATGTCTCCCACCAAGAG-3’; PAR 3 GenBank: AK312848.1(5°) 5°-
ATCATCTCAATGGGAACA-3’; PAR 3(3°) 5’-ACATGTTGCCATAGAAGA-3’ y PAR 4
GenBank: AY431102.1(5°) 5’- TCCAAGGCCTCTGCGGAA-3> PAR 4(3’) 5’-
TCCCCACTTTGTGTCACT-3". Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystem®). Los datos se analizaron mediante el método de CT
comparativo ACt= (Ct gen-Ct del gen basal) con el software del equipo normalizados contra
los valores del gen GAPDH vy la expresion de los receptores en las monocapas de células
Caco-2/TC7 sin trofozoitos.

Para determinar si existen cambios en la expresion de proteinas o cambios en el receptor se
obtuvieron proteinas totales de monocapas de células Caco2/TC7 sin infectar y monocapas
incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC v los trofozoitos WB y VSP(INV). pAC como
controles. Los extractos se obtuvieron incubando la monocapa por 15 minutos con RIPA
buffer y centrifugando a 12,000xg por 15 minutos a 4°C. Se hicieron alicuotas de los
sobrenadantes y la concentracién de proteina en cada una de las muestras se determiné por el
método Pierce®BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) utilizando el Kit Western
Lightning®Plus ECL (PerkinElmer Inc). Posteriormente se separaron 20 microgramos de las
muestras en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones reductoras y desnaturalizantes a
100 V por 2 horas. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF durante 1:30 horas a 300
mAp. Las membranas se bloquearon con una solucion de leche al 5 % en PBS por 1 hora a
temperatura ambiente y agitacion constante. En seguida se realizaron tres lavados de 10
minutos con TBS-T y se procedio a incubar con una dilucion 1:250 del anticuerpo PAR2
(Santa Cruz Biotechnology) en leche al 5 % toda la noche a 4°C en agitacion. Para retirar el
exceso de anticuerpo se realizaron tres lavados con TBS-T y se procedi6 a incubar con el
anticuerpo secundario anti conejo acoplado a HRP (Pierce® Antibody Rabbit IgG (H-L)
Horsedish Peroxidase) por una hora a temperatura ambiente en una dilucién 1:20000. La
reaccion se llevo a cabo con el Kit Western Lightning®Plus ECL (PerkinElmer Inc.) y la
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documentacion de las placas se realizO empleando el equipo UVP High Performance
Ultraviolet Transilluminator y el software Launch DocltLS

Por otra parte, se utilizaron monocapas fijadas con PFA al 2 % para realizar los ensayos de
inmunofluorescencias con el anticuerpo anti PAR2 (H-99) (Santa Cruz Biotechnology). Las
celulas se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% en PBS por tres minutos. El detergente
se retird con tres lavados de PBS estéril. El bloqueo de las monocapas se realizé con BSA al 1
% en PBS por una hora a temperatura ambiente. En seguida se incubaron con una dilucion
1:100 del anticuerpo PAR-2 en BSA al 1 % toda la noche a 4°C en agitacion. El exceso de
anticuerpo se retird con tres lavados de PBS. Las muestras se incubaron por una hora a 37°C
en agitacion con el anticuerpo secundario anti-lgs de conejo (Anti Rabbit IgG (Whole
molecule) FTC conjugate (Sigma). Al término de la incubacion las monocapas se lavaron 3
veces con PBS y dos veces mas con agua. Las preparaciones se montaron en portaobjetos
utilizando el ProLong®Gold con DAPI (Life technologies™) para marcar los nucleos y
conservar la inmunofluorescencia. Las laminillas se observaron en el microscopio 6ptico con
sistema de epifluorescencia Axioskop40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) y en el microscopio
confocal Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). En estas muestras se realizaron 50 cortes

dpticos horizontales de 20 um, asi como cortes en transversal.
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RESULTADOS

Expresion de la proteina VSP9B10A en poblaciones de trofozoitos transfectados con el
plasmido VSP9B10A.PAC

En este trabajo se propuso estudiar el efecto de poblaciones de trofozoitos que expresan o no a
la proteina VSP9B10A en su superficie sobre monocapas de células del epitelio intestinal.
Este analisis se realiz6 empleando distintas poblaciones de trofozoitos. La denominada
VSPI9B10A.pAC, que fue obtenida mediante la transfeccion de trofozoitos WB con el
plasmido VSP9B10A.pAC. Este fue construido al ligar el gen vsp9bl0 en el vector de
expresion PAC, especifico de Giardia. En este vector el gen se encuentra bajo la regulacion
del promotor constitutivo del gen de la ornitina carboamil transferasa (Figura 22) que permite
la expresion constante del gen y no estd sujeto al mecanismo de variacion antigénica
(Cabrera-Licona, 2010). También se utilizaron durante los ensayos poblaciones de trofozoitos
transfectados con el vector vacio, como un control de transfeccion; esta se denomind PAC.
Las poblaciones de trofozoitos WB, se utilizaron como control en los ensayos de interaccion.
En estos trofozoitos la expresion de la proteina VSP9B10A esté bajo la regulacion endogena y
es aleatoria. Finalmente, se gener6 una poblacién de trofozoitos donde la expresion de la
proteina VSP9B10A se silencié por transfeccion. Esta se denomind VSP(INV).pAC ya que
lleva la secuencia inversa complementaria del gen vsp9b10a en el vector PAC (Figura 22).
Todas las poblaciones de trofozoitos transfectados, asi como los trofozoitos WB sin
transfectar se caracterizaron para determinar tanto la presencia o ausencia del transcrito
vsp9bl0a y la expresion de la proteina VSPI9B10A. Los resultados de RT-PCR mostraron que
solo la poblacion transfectada con el vector VSP9B10A.pAC tiene un amplicon de 2200-pb,
correspondiente al transcrito del gen vsp9bl10a. Asi mismo, la inmuno-deteccion realizada con
el anticuerpo monoclonal a-Flag ®, que reconoce especificamente la bandera adicionada en el
extremo C-terminal unida al tallo citoplasméatico CRGKA de la VSP, mostr6 que solo en la
poblacién VSP9B10A.pAC hay reconocimiento de una banda de aproximadamente 83 kDa

correspondiente al peso molecular de la proteina VSP9B10A recombinante (Figura 23).

82



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

A) Alpha 1 Giardin 3'UTR AmpR
C-SF-TAP tag (2x Stepll & 1xFLAG tags)

VSP9B10A.pAC
6288bp

VSP910A

Ornithine carbamoyl transferase (OCT) prom

B)

Alpha 1 Giardin 3'UTR AmpR
C-SF-TAP tag (2x Stepll & 1xFLAG tags)

VSP9B10A(INV).pAC

6288bp

VSPIB10A(INV)

Ormnithine carbamoyl transferase (OCT) prom

9]

Extracellular space Cytoplasm

Membrane

72.96 KDa

81.53 KDa

Figura 22. Plasmidos construidos para expresar o silenciar a la proteina VSP9B10A en trofozoitos
de Giardia duodenalis

A) La secuencia del gen vsp9b10 se ligd en el vector PAC rio abajo de la secuencia del promotor de la
ornitina-carbamoil tranferasa y rio arriba de la secuencia de UTR de a-1 Giardina y de la secuencia
bandera 2XStrep II/LXFLAG. El gen de resistencia a puromicina permitié seleccionar a los trofozoitos
que integraron el plasmido denominado VSP9B10A.pAC. B) La secuencia inversa complementaria del
gen se ligé en el mismo vector y la construccion designada VSP (INV).pAC se uso para transfectar a
trofozoitos previamente transfectadas con el vector VSP9B10A.pAC. C) Esquema que representa a la
proteina VSP9B10A recombinante, en verde el extremo carboxilo terminal la secuencia bandera, unida al
tallo citoplasmatico CRGKA y en azul la region transmembranal. El peso tedrico de la proteina
recombinante completa se muestra en la linea inferior, asi como el peso teérico de la fraccion liberada
mediante una sefial de corte en el extremo N terminal.
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Figura 23. Expresion de la proteina VSP9B10A en las poblaciones de trofozoitos transfectados

A) La presencia del transcrito del gen vsp9bl0a en las poblaciones de trofozoitos WB (linea 3), transfectados
con el plasmido VSP9B10A.pAC (linea 4) y transfectados con el plasmido VSP(INV).pAC (linea 5) se
determind por RT-PCR, como control de PCR negativo se utiliz6 el vector pAC vacio purificado (linea 1) y
como control positivo el plasmido VSP9B10A.pAC purificado (linea2). En el panel inferior se muestra la
expresion del transcrito del gen de actina en cada poblacion analizada. B) La presencia de la proteina
VSPI9B10A recombinante en los extractos totales de cada poblacién se determind por Western-blot con el
anticuerpo Mc o-FLAG. Control negativo (linea 1), control positivo (linea 2), extractos de trofozoitos WB
(linea 3), trofozoitos con el plasmido VSP9B10A.pAC (linea 4) y los trofozoitos VSP(INV).pAC (linea5). Una
banda mayor a 75 kDa se observa solo en los extractos transfectados con el vector VSP9B10A.pAC.

En los ensayos de inmunofluorescencias realizados contra el extremo amino terminal de la
proteina VSP9B10A que se expresa en la superficie del trofozoito, se utilizaron el anticuerpo
monoclonal 9B10 (Lujan et al., 1995; Nash et al., 2001) y el policlonal mono-especifico
VSPI9B10A. Ambos anticuerpos reconocen a la proteina VSP9B10A reactiva y aunque
mostraron que esta proteina se expresa en la membrana del trofozoito en el patron de
distribucion caracteristico de las VSPs en la poblacion VSP9B10A.pAC también muestran
células reactivas en las otras poblaciones antes descritas pero en menor proporcion (Figura
24 ). Con base en estos resultados se establecié que las poblaciones a utilizar en los ensayos
de interaccién debian ser para la VSP9B10A.pAC: Flag (+) /9B10 (+); y para las poblaciones
WB, PAC y VSP(INV).pAC: Flag (-)/9B10(-).
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Figura 24. Deteccion de la expresién de la proteina VSP9B10A por inmunofluorescencia indirecta.
La mayor parte de la poblacion transfectada con el plasmido VSP9B10A.pAC expresa a la proteina
VSP9B10A en su superficie en comparacion con una poblacion de trofozoitos WB sin transfectar como se
muestra en el panel inferior. Las inmunofluorescencias se realizaron utilizando el anticuerpo monoclonal
anti-9B10.

Establecimiento del efecto de las poblaciones de trofozoitos que expresan
constitutivamente a la proteina VSP9B10A en monocapas de células IEC-6

Una vez caracterizadas las poblaciones se procedié a establecer el efecto de éstas sobre
monocapas de células de intestino de rata IEC-6 un modelo ya validado en el estudio del
efecto de Giardia sobre células epiteliales in vitro, con el objetivo de establecer si la proteina
VSPIB10A puede estar actuando como un factor de patogenicidad de este parasito.

Después de dos horas de interaccion, en condiciones que no afectan la viabilidad de los

trofozoitos y permiten la adhesion del parasito, asi como la actividad de las proteasas; se
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recuperaron los sobrenadantes de interaccion. Mientras las monocapas fijadas se analizaron
por microscopia dptica de campo claro.

Los resultados mostraron que en aquellas monocapas infectadas con la poblacion de
trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A se presenta dafio,
evidenciado por la pérdida de la continuidad de la monocapa. En éstas, las células IEC6 se
separan y pierden su morfologia normal tipo romboide y se redondean. Estos efectos no se
observaron en aquellas monocapas que fueron co-incubadas con las poblaciones que expresan
en menor cantidad a la proteina VSP9B10A, los trofozoitos WB y los trofozoitos PAC
(Figura 25).

Figura 25. Efecto de la poblacién de trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre las monocapas de células
IEC6

A) Monocapas de células IEC-6 después de dos horas de incubacién en ausencia de trofozoitos de
Giardia, la morfologia normal de células hexagonales y la continuidad de la monocapa se aprecian en la
microfotografia. B) Monocapas incubadas con trofozoitos WB; C) Monocapas incubadas con trofozoitos
transfectados con el vector PAC vacio, D) Monocapas incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC, las
puntas de flechas muestran las regiones vacias entre las células, la perdida de la continuidad de la
monocapa y el cambio de morfologia de las células.
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Es importante sefialar que en estos ensayos la incubacion se llevé a cabo utilizando un indculo
de 1 millon de trofozoitos VSP9B10A.pAC (ver materiales y métodos) mientras que, en los
ensayos previos a este trabajo, donde la proteina VSP9B10A fue identificada por primera vez
como una proteasa, se utilizaron 2 millones de trofozoitos. Asi mismo, cuando en los ensayos
de interaccion se emplearon poblaciones de trofozoitos WB que expresaban mayoritariamente

a la proteina VSP9B10A se observaron los mismos efectos sobre las monocapas

Determinacion de la presencia de la proteina VSP9B10A en los sobrenadantes de
interaccion y en zimogramas del interactoma

Con la finalidad de determinar si la proteina VSP9B10A se libera al medio durante la
interaccion y si su la actividad de cistein proteasa-like pudiera ser la que ocasiona los dafios
observados en la monocapa se realizaron zimogramas y ensayos de inmuno-deteccion por
Western-blot de los sobrenadantes provenientes de cada interaccion. En los sobrenadantes se
detect6 una banda de protedlisis de aproximadamente 75 kDa en los sobrenadantes
provenientes de la interaccion con la poblacion de trofozoitos que expresan constitutivamente
a la proteina VSP9B10A,; dicha banda fue reactiva al anticuerpo policlonal mono especifico
anti VSP9B10A que reconoce su extremo N-terminal (Figura 26). Cuando las monocapas
IEC-6 se trataron con este sobrenadante, en ausencia de trofozoitos, se observo el mismo dafio
que el generado por los trofozoitos (Figura 27C). En cambio, cuando se incubaron los
trofozoitos que constitutivamente expresan a la proteina VSP9B10A con el anticuerpo
policlonal mono especifico previo a los ensayos de interaccion, no se detecté dafio a la
monocapa (Figura 27 Ay 27B). Este ultimo resultado sugiere que el anticuerpo puede o
inhibir la liberacion de la proteina o su actividad putativa de proteasas, aunque otros ensayos
son necesarios para establecer que ocurre cuando estos trofozoitos son incubados con el
anticuerpo anti VSP9B10A. Asi mismo la presencia de la forma libre de la proteina
VSPIB10A en los sobrenadantes de los co-cultivos en funcion del tiempo se evalud por
inmuno-deteccion a tiempos mas cortos: 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. En estos ensayos se
observo que esta proteina esta presente en todos los tiempos que se analizaron mientras que
en los sobrenadantes provenientes de la interaccion con trofozoitos WB su deteccion solo

ocurre a tiempos largos mayores a 90 minutos (Figura 28).
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Lo anterior sugiere que el dafio generado a la monocapas se relaciona, en parte, con la
expresion, presencia y liberacion de la proteina VSP9B10A durante la interaccion y que es su

presencia desde el inicio de la co-incubacidn es clave para la produccion del efecto.

kDa kDa

250 2%

VSP9B10A

7

Figura 26. Inmuno-deteccion de la proteina VSPI9B10A en sobrenadantes de interaccion y deteccién
actividad proteolitica

A) Actividad proteolitica en los sobrenadantes de interaccion provenientes de monocapas no infectadas
(linea 1), co-incubadas con trofozoitos WB (linea 2), con trofozoitos transfectados con el vector pAC
vacio (linea 3), y con trofozoitos VSPOB10A.pAC (linea 4) se aprecia una banda de aproximadamente 75
solo en este ultimo sobrenadante. B) En Western-blots con el anticuerpo policlonal a-VSPI9B10A se
detecta una banda solo en los sobrenadantes provenientes de la interaccion IEC-6/VSP9B10A.pAC
trofozoitos (linea 4).
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Figura 27. Efecto de la incubacion de trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina
VSP9B10A con el anticuerpo anti VSP9B10A en co-cultivos con monocapas de células IEC-6.

En el panel A) se observa el efecto de la poblacion de trofozoitos VSPOB10A.pAC en la integridad de la
monocapa de células IEC-6. En el panel B) se observa que no hay dafio en la monocapa cuando los
trofozoitos VSP9B10A.pAC son incubados con el anticuerpo policlonal a-VSPIB10A previo a la
incubacion con las células epiteliales. En el panel C) se observa el dafio a la monocapa cuando esta se
incubo con el sobrenadante proveniente de la interaccion IEC-6/VSP9B10A.pAC.
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Figura 28. Cinética de la liberacién de la proteina VSP9B10A durante la interaccién con
monocapas de células IEC-6

La presencia de la proteina VSP9B10A en los sobrenadantes de interaccion se analizé por Western-blot a
distintos intervalos de tiempo, durante las dos horas de interaccion. En el panel superior se observa que
ésta solo se encuentra 75 minutos después del inicio de la interacciéon entre IEC-6-WB trofozoitos;
mientras que en los sobrenadantes provenientes de la co-incubacion de células IEC.6 con los trofozoitos
que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A la banda estd presente en todos los tiempos
analizados y se observd un incremento de esta en funcion del tiempo.

89



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

Establecimiento del efecto de la poblacion de trofozoitos que expresan constitutivamente
a la proteina VSP9B10A en monocapas de celulas MDCK y proteinas de las uniones
estrechas

Los resultados obtenidos en los experimentos con el modelo de las células epiteliales IEC-6
sugirieron que la proteina VSP9B10A puede estar, en parte, actuando directa o indirectamente
sobre los contactos célula-célula que mantienen las uniones entre ellas. Para estudiar el efecto
sobre estos complejos celulares en esta fase experimental se empled como modelo la linea
epitelial MDCK debido a que éstas poseen, por su origen, uniones mas densas y estables que
las células IEC-6. En los ensayos de interaccion con las células MDCK se observé que los
dafios a la monocapa son similares a los generados en las monocapas de IEC-6 durante la
incubacién con los trofozoitos VSP9B10A.pAC; caracterizado por la separacion de las células
(Figura 29). Lo anterior nos permite sugerir que el efecto de los trofozoitos que establemente
expresan a la proteina VSP9B10A no es dependiente de la fuerza de las uniones celulares ni
del modelo celular usado por lo que es posible que actle a través de un mecanismo general.
Con base en estas consideraciones se procedié a evaluar el estado de las proteinas que
mantienen las uniones inter celulares y que son relevantes en conservar la integridad de la
barrera epitelial. Especificamente se evaluaron las proteinas de las uniones estrechas, ocludina
y claudina-1; y el estado de la proteina E-cadherina de las uniones adherentes por inmuno-
deteccidn. En estos ensayos se observd una disminucién en ocludina y E-cadherina con
respecto al control de actina en las monocapas incubadas con los trofozoitos que expresan
constitutivamente a la proteina VSP9B10A. (Figura 30). Estos ensayos deben llevarse a cabo
nuevamente con la finalidad de determinar la reproducibilidad de los mismos.

En este mismo modelo celular se cuantificé el dafio a la monocapa mediante ensayos de
viabilidad con el método de MTT. Los resultados obtenidos mostraron que las monocapas
incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC son menos viables que las incubadas con las
poblaciones de trofozoitos que no expresan esta proteina (Figura 31). Todos los resultados
previamente descritos sugieren que los trofozoitos que constitutivamente expresan a la
proteina VSP9B10A alteran, en parte, el estado de las proteinas que forman las uniones
intercelulares generando la perdida de la continuidad de las monocapas.
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Figura 29. Efecto de los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VS9P9B10A sobre
monocapas de células MDCK

En A) se muestra la monocapa de células MDCK sin incubar con trofozoitos. En B) las monocapas co-
incubadas con trofozoitos WB y en C) con trofozoitos transfectados con el vector vacio. En estas
monocapas no se observaron dafios o cambios en la morfologia celular. En las monocapas incubadas con
los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A se observaron dafios a la
integridad de la monocapa y la separacion de las células.
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Figura 30. Efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre las proteinas de las uniones estrechas y
adherentes en monocapas de células MDCK

Las proteinas de las uniones estrechas Claudina 1 y Ocludina se evaluaron en monocapas MDCK cuando
se incubaron con trofozoitos control o transfectados con el vector VSP9B10APAC. En el panel A se
muestran los resultados de la inmuno-deteccidn. En estos se observéd la disminucién de la proteina
Ocludina de las uniones estrechas y de E-cadherina de las uniones adherentes, solo en los extractos de las
monocapas incubadas con los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A. La
proteina actina se emple6 como control de carga. En el panel B se muestran las proteinas totales de los
extractos de las monocapas visualizadas por tincién de azul de Coomassie.
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Figura 31. Evaluacién de la viabilidad celular en monocapas de células MDCK incubadas con los
trofozoitos VSP9B10A.pAC

Se realizaron ensayos de MTT para determinar la viabilidad de las células MDCK incubadas con las
diferentes poblaciones de trofozoitos que expresan o no la proteina VSP9B10A después de 18 horas de
co-incubacién. La grafica muestra que en la poblacion que expresa la proteina VSP9B10A disminuye la
viabilidad celular en mayor proporcién que las poblaciones que no la expresan (n=9, P< 0.05).
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Establecimiento del efecto de la poblacion de trofozoitos que expresan constitutivamente
a la proteina VSP9B10A en monocapas de células Caco-2/TC7

Debido a que la integridad de la barrera epitelial en el intestino es primordial para evitar la
entrada de patdgenos intestinales y a que la célula blanco de Giardia es el enterocito se
procedi6 a evaluar el efecto de estos trofozoitos sobre monocapas de células Caco-2/TC7 de
intestino humanao. Esta linea celular corresponde fenotipicamente al intestino delgado humano
y puede diferenciarse de un fenotipo proliferativo representativo de las células de la cripta del
intestino a células no proliferativas correspondientes a las células de las vellosidades
intestinales (Maia-Brigagao et al., 2012; Sambuy et al., 2005). En estos ensayos se observé
que los dafios mas evidentes se presentan en las monocapas no diferenciadas, en las cuales se
presenta el redondeamiento de las células y la pérdida de la continuidad de la monocapa
(Figura 32 y 39). Estos dafos solo se encontraron en aquellas monocapas incubadas con los
trofozoitos VSP9B10A.pAC y no en las incubadas con los trofozoitos WB o con la poblacion
de trofozoitos donde la expresion de la proteina VSP9B10A se silencio (VSP9B10A-
INV.pAC).

El dafio generado en estas monocapas por la poblacion de trofozoitos VSP9B10A.pAC se
cuantificé de manera indirecta por el incremento del flujo paracelular a través de la
evaluacion de la presencia de una molécula marcada con un fluor6foro (DEXTRAN-FITC),
en la zona basal de las monocapas en funcién del tiempo 2, 4, 6, 8 y 24 horas. En este ensayo
se incluyd a poblaciones de trofozoitos transfectados que expresan constitutivamente a las
proteasas Catepsina B-like y la 14019 de Giardia; asi como a la proteina Catepsina B like
purificada, la cual previamente se establecidé que altera la TEER de monocapas de células
MDCK (Gomez-Mondragon, 2011).

Los resultados mostraron que la mayor cantidad de dextran se encuentra en la parte basal de
aquellas monocapas incubadas con los trofozoitos VSPIB10A.pAC a solo dos horas de
interaccion (Figura 33) y que este efecto es similar al inducido por la proteasa Catepsina B-
Like purificada mientras que con las otras poblaciones de trofozoitos no se observa un
incremento en la presencia de esta molécula incluso al final del experimento; estableciendo de
esta manera una relacion directa entre los dafios observados a nivel microscopia y la pérdida
de la integridad de la barrera epitelial.
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Figura 32. Efectos de los trofozoitos VSP9B10A.pAC y AVSP9IB10A.pAC en monocapas de células
Caco-2/TC7

Micrografias de microscopia confocal que muestran en A) la morfologia normal de una monocapa de
células epiteliales Caco2/TC7. En B) Monocapas incubadas por 24 horas con trofozoitos WB, no se
observan cambios entre las dos monocapas. En C) se observa la perdida de la integridad de la monocapa y
de las uniones célula -célula en aquellas monocapas incubadas con trofozoitos VSP9B10A.pAC. El efecto
no se observa cuando la monocapa es incubada con trofozoitos donde la expresion de la proteina
VSP9B10A se silencié D).
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Figura 33. Cambios en la permeabilidad celular inducidos por los trofozoitos VSP9B10A.pAC

El transporte de FD-4 en monocapas incubadas con diferentes poblaciones que expresan o no la proteina
VSP910A se determind en funcién del tiempo y comparado con el flujo en monocapas incubadas con
trofozoitos que expresan proteasas. Como control de dafio a la barrera epitelial se utiliz6 la proteina
Catepsina B-like purificada. Después de dos horas de incubacion el mayor flujo de FD-4 se detectd en las
monocapas incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC. La salida de FD-4 también se detectd en
aquellas monocapas incubadas con la proteasa Catepsina B purificada, pero en menor cantidad. Las otras
poblaciones de trofozoitos analizadas no indujeron la salida de FD-4 durante el tiempo de incubacion
(n=6, P< 0.05).

Determinacion de cambios en la expresion del transcrito y la proteina VSP9B10A
durante la co-incubacion con monocapas de células Caco-2/TC7

De manera complementaria se analizd el comportamiento del transcrito y la proteina
VSPIB10A antes y después de la interaccidén con las monocapas de células Caco-2/TC7. La
cuantificacién del transcrito por la técnica de PCR en tiempo real mostrd que este se
incrementa 3x10° veces en los trofozoitos WB dos horas después de la interaccion en
comparacion con los trofozoitos que no fueron incubados con células epiteliales y disminuye
24 horas después. En la poblacion de trofozoitos VSP910A.pAC, la presencia del transcrito es
alta en los trofozoitos que no fueron incubados con células epiteliales, 1x10° veces, y se
mantiene en el mismo nivel de expresion durante las 2 y 24 horas de co-incubacién con estas
(Figura 34).
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En cuanto a la expresion de la proteina VSP9B10A ésta se analiz6 por inmunofluorescencia
en trofozoitos antes y después de la interaccién y en presencia y ausencia de monocapas
utilizando el anticuerpo monoclonal anti-9B10 (Lujan et al., 1995; Nash et al., 2001) se
observo que la proteina VSP9B10A no se expresa en trofozoitos WB en ausencia de

monocapas de células Caco-2/TC7.
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Figura 34. Curso temporal del transcrito de la proteina VSP9B10A durante la interaccion de
trofozoitos con monocapas de células Caco2/TC7

La produccion del transcrito de la proteina VSP9B10A en trofozoitos WB y transfectados con el plasmido
VSPI9B10A.pAC en distintas condiciones de incubacion se determin6 por gRT-PCR. La gréfica muestra
que el transcrito de esta proteina se encuentra aumentado cerca de 1x10° veces en los trofozoitos
VSP9B10A.pAC que son incubados en medio DMEM por dos horas, en ausencia de células epiteliales,
en comparacioén con los trofozoitos WB; y que esta expresion se mantiene en los mismos niveles cuando
los trofozoitos se incuban con células Caco-2/TC7; mientras que en los trofozoitos WB la co-incubacion
con estas células induce la produccidn del transcrito cerca de 3x10° veces (P< 0.05).

Sin embargo, después de dos horas en contacto con las células epiteliales el nimero de
trofozoitos reactivos al anticuerpo se incrementd (Figura 35), coincidiendo con el incremento
del transcrito. En contraparte en los trofozoitos VSP9B10A.pAC la expresion de la proteina
es constante en ausencia y presencia de celulas epiteliales (Figura 36) de igual manera que el
transcrito. Los ensayos de inmunofluorescencias también permitieron observar que en los
trofozoitos recuperados después de 24 horas de interaccion el patron de distribucion de la
proteina VSP cambi0 a puntos discontinuos en la superficie del trofozoito (Figura 37).
Durante estos ensayos de interaccion también se analizo el perfil de las proteasas presentes en

cada sobrenadante proveniente de las distintas co-incubaciones.

96



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

Figura 35. Expresion de la proteina VSP9B10A en trofozoitos WB incubados con monocapas de
células Caco2/TC7.

Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo Mc anti 9B10 se determiné la
expresion de la proteina VSP9B10A en trofozoitos WB a 2 y 24 horas de incubacion en presencia y
ausencia de células epiteliales. En A) se muestra a la poblacion de trofozoitos al inicio del ensayo en la
cual se encontraron pocas células reactivas. Dos horas después en medio especifico para Giardia algunas
células son reactivas B), Cuando los trofozoitos se incuban en medio DMEM durante 2 y 24 horas en
ausencia de células epiteliales no hay reactividad al anticuerpo C) y D). EI nimero de células reactivas se
incrementa cuando los trofozoitos se incuban en presencia de la monocapa de células Caco-2 /TC7 por 2
horas E), después de 24 horas de interaccion pocas células son reactivas F).
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Figura 36. Expresion de la proteina VSP9B10A en trofozoitos VSPI9B10A.pAC incubados con
monocapas de células Caco-2/TC7.

La expresion de la proteina VSP9B10A en trofozoitos VSP9B10A.pAC se determind a 2 y 24 horas de
incubacidn en presencia o ausencia de células epiteliales. Al inicio del experimento la poblacion expreso
a la proteina A). Dos horas después de la incubacion en medio especifico de Giardia la poblacion sigue
siendo reactiva B) Cuando los trofozoitos se incuban en medio DMEM en ausencia de células epiteliales
por 2 horas éstas siguen siendo reactivas C); 24 horas después no se detectan trofozoitos positivos D). En
presencia de las monocapas de células Caco-2/TC7 se observaron mas células reactivas E) y 24 horas
después de la co-incubacion se detectaron pocas células positivas F).
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Figura 37. Cambios en el patrén de localizacién de la proteina VSP9B10A después de la interaccion
con células Caco2/TC7

El patrén normal de localizacién de la proteina VSP9B10A en los trofozoitos VSP9B10A.pAC se muestra
en la microfotografia a) en trofozoitos antes de ser co-incubados con monocapas Caco-2/TC7. La
localizacion de esta proteina cambia después de 24 horas de co-incubacién y el patron se observa como
puntos dispersos en la superficie del trofozoito b).

En estos se observo una banda de actividad proteolitica de aproximadamente 75 kDa solo en
aquellos provenientes de la interaccion de la monocapa con trofozoitos VSP9B10A.pAC
(Figura 38) similar a los resultados obtenidos cuando los trofozoitos que expresan
constitutivamente a la proteina VSP9B10A se incubaron con monocapas de células IEC-6.
Esta banda se analizé por espectrometria de masas y se identific6 como la proteina
VSP9B10A junto con otras proteasas como alanil dipeptidil peptidasa y Xaa_Pro dipeptidasa,
ademas de proteinas no proteoliticas como Hsp70 y 90, peroxirredoxina, ADI, OCT y glucosa
-6 fosfato isomerasa. Los resultados obtenidos en su conjunto sugieren que al entrar en
contacto los trofozoitos con las células epiteliales la proteina VSP9B10A se libera, cambiando
su distribucion en los trofozoitos, y que es esta forma libre de la proteina la que en parte
ocasiona la pérdida de la integridad de la monocapa probablemente debido a su actividad

proteolitica, como se observo en zimogramas.
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Figura 38. Comparacion del perfil proteolitico en los sobrenadantes de interaccion con células
Caco2/TC7

La actividad proteolitica en los sobrenadantes de interaccion provenientes de monocapas no infectadas
(linea 1), co-incubadas con trofozoitos WB (linea 2), con trofozoitos VSP9B10A(INV).pAC (linea 3), y
con trofozoitos VSP9B10A.pAC (linea 4) se determiné mediante Zimogramas. Una banda intensa de
protedlisis de aproximadamente 75 kDa se aprecia solo en este Gltimo sobrenadante y se identificd por
espectrometria de masas como la proteina VSP9B10A.

Determinacion del efecto de la poblacion de trofozoitos que expresan constitutivamente
a la proteina VSP9B10A en las proteinas de las uniones estrechas de monocapas de
celulas Caco-2/TC7

Se determind el estado de las proteinas de las uniones célula-célula durante la co-incubacion
de las células Caco-2/TC7con los trofozoitos que expresa constitutivamente a la proteina
VSPIB10A. La localizacion de las proteinas del complejo de union apical F-actina, ZO-1,
Ocludina y Claudina se analizaron mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta y por
inmuno-deteccion empleando ensayos de Western-blot. En el caso de la proteina F-actina,
ésta forma el cinturon que mantiene los contactos célula-célula en el complejo de union
apical, los contactos focales que permiten la union a la matriz celular y las microvellosidades

en la parte apical de los enterocitos. En las monocapas incubadas con las diferentes
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poblaciones de trofozoitos que expresan o no a la proteina VSP9B10A se evalud la
localizacion de F-actina a través de inmunofluorescencia directa con Faloidina y microscopia
de epifluorescencia. En estos ensayos se observd que después de 2 horas de co-incubacion
con los trofozoitos que constitutivamente expresan a la proteina VSP9B10A se generaron
cambios en la distribucion de F-actina y dafios a la monocapa de células Caco-2 TC7
proliferativas (Figura 39). Especificamente se observo se pierde el patrén de localizacion
caracteristico en forma de “panal de abeja” de esta proteina y su distribucion en las
microvellosidades del enterocito. Después de 24 horas los dafios en la integridad de la
monocapa Y la pérdida completa de la localizacion de actina en las uniones estrechas, que da
paso a la aparicion de estructuras redondeadas, es aln mas evidente en las monocapas
incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC. Los cortes horizontales obtenidos por
microscopia confocal permitieron un estudio mas detallado de los efectos de los trofozoitos
que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A sobre las estructuras formadas por
F-actina. En estos se observd que después de 24 horas de incubacion el acortamiento de las
microvellosidades es inducida por las tres poblaciones de trofozoitos utilizadas: los WB, los
que expresan establemente la proteina VSP9B10A vy la poblacion de trofozoitos donde la
expresion de esta proteina se silencid; mientras que en la monocapa sin infectar las
microvellosidades se encuentran intactas. (Figura 40). En contraste, en los cortes
correspondientes a la ubicacion de las uniones estrechas, el patron de “panal de abeja” se
mantiene en las monocapas sin infectar y en aquellas infectadas con los trofozoitos WB y
VSP (INV).pAC; mientras que este sufre modificaciones en las monocapas incubadas con los
trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A (Figura 40). Finalmente,
la distribucién de actina en los contactos focales también se ve alterada en las monocapas
provenientes de esta interaccion y no asi en aquellas incubadas con las poblaciones control.
En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque la liberacién de la proteina VSPB10A por
los trofozoitos altera la organizacion de F-actina en los tres niveles de union celular, su efecto
es especifico en las uniones estrechas y los contactos focales. (Figura 40). La pérdida en la
continuidad del cinturén de F-actina, asi como los cambios en la distribucién normal de esta
proteina se observaron con mas detalle en los cortes en transversal X---Z que se muestran mas

adelante en la Figura 46.
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Figura 39. Alteraciones del patrén de F-actina en monocapas de células Caco-2/TC7 después de 2 y 24 horas
de interaccion.

Los cambios en la distribucion de F-actina durante dos y 24 horas de interaccion se analizaron en las células
Caco2/TC7 incubadas con las poblaciones de trofozoitos que expresan o no la proteina VSP9B10A. A, B y C, vistas
horizontales de microscopia de epifluorescencia de F-actina en las monocapas de células Caco-2 sin tratamiento
durante dos horas. D, E y F muestran a monocapas después de 2 horas de interaccién con trofozoitos WB, en estas se
observaron cambios en las microvellosidades s. En G, H e I, la pérdida de la integridad de las uniones célula-célula se
observoé después de dos horas de interaccion con la poblacion de trofozoitos que expresan a la proteina VSP9B10A, el
patron de “panal de abeja se pierde en algunas zonas y la separacion de las células se observa en la micrografia de
campo claro. En J, K 'y L se muestran las monocapas después de 24 horas de interaccion con los trofozoitos WB en
éstas se observé que cambios empiezan a aparecer, pero el patron de distribucion de actina se mantiene. En las
micrografias M, N y O, se observé la pérdida en la continuidad de la monocapa y alteracion en el patrén de actina.
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Figura 40. Cortes horizontales que muestran la localizaciéon de F-actina en monocapas de células Caco-2/TC7
incubas con las diferentes poblaciones de trofozoitos que expresan o no la proteina VSP9B10A.

Micrografias de microscopia confocal CLMS en secciones horizontales mostrando la localizacion de F-actina en
monocapa sin trofozoitos A) plano basal correspondiente a los contactos focales de actina, B) plano medio que
muestra las uniones estrechas y C) corte apical donde se aprecian las microvellosidades de actina. D, E y F) muestran
los cambios en la distribucion de F-actina en las monocapas co-incubadas con trofozoitos WB, especificamente en el
plano apical donde las microvellosidades se ven reducidas. G, H e 1) Monocapas incubadas con los trofozoitos
VSPI9B10A.pAC en estas se observan cambios en la distribucidn de F-actina en todos los planos, especificamente la
disminucidn de F-actina en los contactos focales, las uniones estrechas y en las microvellosidades en la regién apical.
J, Ky L) muestran la distribucion de F-actina normal cuando las monocapas son incubadas con la poblacion de
trofozoitos que no expresa la proteina VSP9B10A, VSPIB10A (INV).pAC.
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La siguiente proteina que se evalud del complejo de union apical fue ZO-1. Esta funciona
como un anclaje entre los filamentos de actina y las proteinas Ocludina y Claudina por lo que
es esencial en el mantenimiento de la integridad del complejo de union apical. Normalmente
esta proteina se localiza en los contactos célula-célula formando un patron de “panal de abeja”
similar al de F-actina en la zona apical, excepto que ZO-1 solo se localiza en la region media-
apical que se aprecia como una linea continua en cortes verticales. Este patron se observa
claramente en las monocapas Caco-2/TC7 sin infectar en cortes horizontales de microscopia
confocal (Figura 41). Cuando éstas son infectadas con la poblacién de trofozoitos que
mayoritariamente expresa la proteina VSP9B10A este patron se altera; la proteina ZO-1 se
localiza en zonas aisladas que no forman el patron de “panal de abeja” y se puede localizar
también en los cortes basales. Esta redistribucion no es inducida por los trofozoitos WB o la
poblacién donde la proteina VSP9B10A se silencid (Figura 41).

Cabe sefalar que en algunos ensayos esta redistribucién se manifesté como anillos en el
citoplasma de la célula epitelial (Figura 42). Esta forma citoplasmética parece corresponder
con proteina ZO-1 desensamblada de las uniones estrechas la cual es soluble a detergentes, ya
que la proteina ZO-1 no es soluble cuando se encuentra ensamblada en el complejo de unidn
apical. Lo anterior es relevante para la interpretacion de los resultados obtenidos en la
inmuno-deteccion por Western-blot que se realizd de esta proteina. En ensayos donde se
utilizaron extractos totales de monocapas obtenidos con Triton X-100 como Unico detergente,
en la fraccion soluble se detecta la proteina ZO-1 y se observa una pequefia disminucion en
aquellas monocapas que se incubaron con trofozoitos VSP9B10A.pAC (Figura 43). En
cambio, cuando se utiliza un buffer rico en detergentes, la proteina ZO-1 en la fraccion
soluble se detecta intensamente en los extractos provenientes de estas monocapas y no en los
correspondientes a la infeccion con trofozoitos WB o VSP(INV).pAC (Figura 43). Los
resultados de la inmuno-deteccion de ZO-1 sugieren que una forma soluble de la proteina se
encuentra solo en las monocapas co-incubadas con los trofozoitos que establemente expresan
a la proteina VSP9B10A indicando que no se encuentra ensamblada en el complejo de union

apical y formando parte de las uniones estrechas.

104



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

Figura 41. Efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre la distribucion de ZO-1

Micrografias de microscopia confocal CLMS en secciones horizontales en las que se detecté mostrando la
localizacion de la proteina ZO-1. A) Monocapa sin trofozoitos se aprecia el patrén normal de distribucion
de la proteina ZO-1 en panal de abeja. B) Este patron no se ve afectado cuando la monocapa se incuba
con trofozoitos WB. C) Cuando las monocapas se co-cultivan con los trofozoitos VSPOB10A.pAC se
observa la perdida de la continuidad de las uniones y la deslocalizacion de ZO-1. D) La distribucion de
Z0O-1 no se altera cuando las monocapas son incubadas con la poblaciéon VSP9B10A (INV).pAC donde
su expresion se silencid.
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Figura 42. Distribucion citoplasmatica de la proteina ZO-1 en monocapas incubadas con trofozoitos
VSP9B10A.pAC

A) Patréon normal de distribucion de ZO-1 en las monocapas de células Cao-2/TC7. B) Se observan
cambios pequefios cuando las monocapas se incuban con trofozoitos WB. C) Se observa una distribucion
anormal de la proteina ZO-1, en anillos citoplasmaticos en las monocapas incubadas con trofozoitos que
expresan la proteina VSP9B10A.
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Figura 43. Inmuno-deteccion de la proteina ZO-1 en fracciones solubles de monocapas CaCo-2/TC7
incubadas con diferentes poblaciones de trofozoitos que expresan o no la proteina VSP9B10A.

En el panel (A) se observa la inmuno-deteccion de ZO-1 en la fraccion insoluble a detergentes de
extractos de monocapas incubadas con las diferentes poblaciones de trofozoitos. En estos se detect6 una
pequefia disminucion de ZO-1 en aquellas monocapas incubadas con trofozoitos que establemente
expresan a la proteina VSP9B10A después de 2 horas de interaccion en comparacion con monocapas
incubadas con trofozoitos WB; se observd una mayor disminucién cuando se utilizaron trofozoitos que
expresan la cistein proteasa Catepsina B-Like. En el panel B, se muestran los resultados de la inmuno-
deteccion en fracciones solubles a detergentes. En estos se observa inmuno-reactividad solo en los
extractos de las monocapas incubadas con trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A.
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En el caso de la proteina ocludina, ésta se une a otra proteina ocludina presente en la
membrana de la célula vecina formando asi las uniones estrechas propiamente. Esta se
localiza en la region apical también en un patrén de “panal de abeja”, como se aprecia en las
monocapas de células Caco-2/TC7 sin tratamiento (Figura 44). Las microfotografias de
microscopia confocal mostraron que este patron se mantiene en aquellas monocapas
incubadas por 24 horas con los trofozoitos WB y no asi en las infectadas con la poblacién que
expresa constitutivamente a la proteinaVSP9B10A. De igual manera que con ZO-1, esta
proteina no forma el patron normal y se redistribuye aberrantemente en los cortes basales
(Figura 44). Cuando se utilizaron los trofozoitos en los cuales la expresion de esta proteina
esta silenciada en los co-cultivos con las monocapas estos cambios en la localizacién no se
observaron manteniéndose la distribucion normal de ocludina (Figura 44).

Por otro lado, en los ensayos de inmuno-deteccion por Western-blots se identificaron dos
bandas una correspondiente al peso molecular de 65 kDa de ocludina y otra de mayor peso
molecular (Figura 45). Es posible que esta banda corresponda a una forma hiper fosforilada
de esta proteina que se distribuye en el citoplasma y no puede ensamblarse en el complejo de
unién apical. Los cambios en la distribucién de esta proteina y F-actina se muestran en cortes
verticales donde la perdida de la linea continua en la parte apical y su presencia en la region
media y basal se aprecian en una sola micrografia (Figura 46). Asi mismo se muestra una
comparacion de la localizacion de ZO-1 y ocludina en las monocapas de células Caco-2/TC7
incubadas con los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A vy
trofozoitos WB que expresaron mayoritariamente a la VVSP al inicio de los ensayos de co-
incubacion (Figura 47); en esto se observé que los cambios en la distribucion de ambas
proteinas son similares en la monocapas incubadas con estas poblaciones. Lo anterior sugiere
que la expresion de la proteina VSP9B10A afecta el complejo de union apical

desensamblando a las proteinas F-actina, ZO-1 y ocludina.
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Figura 44. Efectos en la distribucion de ocludina en monocapas incubadas con trofozoitos VSP9B10A.pAC
Micrografias de microscopia confocal CLMS en secciones horizontales en las que se muestra la localizacién de
ocludina en monocapa sin infectar A) plano basal, B) plano medio que muestra el patron de panal de abeja tipico de
ocludina en las uniones estrechas. C) corresponden a monocapas incubadas con los trofozoitos WB. E y F) muestran
la pérdida del patron de distribucién normal en aquellas monocapas incubadas con trofozoitos VSPI9B10A.pAC. Es
importante notar que la proteina aparece en el corte basal. Estos cambios no se observan en aquellas monocapas que
se incubaron con trofozoitos que no expresan la proteina VSP9B10A en G y H.
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Figura 45. Inmuno-deteccién de ocludina en extractos totales de células Caco-2/TC7 incubadas con
diferentes poblaciones de trofozoitos que expresan o no a la proteina VSP9B10A.

En la figura se muestran los cambios en la proteina ocludina detectados durante la incubacion de
monocapas de células Caco-2/TC7 con distintas poblaciones de trofozoitos. En la monocapa sin infectar
solo una banda se detecté con el anticuerpo monoclonal, al igual que en monocapas incubadas con
trofozoitos WB. Cuando la monocapa se co-incub6 con trofozoitos que expresan mayoritariamente a la
proteina VSP9B10A, la banda de 65 kDa se incrementa y se observé una segunda banda de mayor peso
(72 kDa). Los trofozoitos que expresan la proteasa Catepsina B-like inducen la presencia de la banda de
mayor peso molecular, pero en menor cantidad que los trofozoitos VSP9B10A; en monocapas CO-
incubadas con la proteasa 14019 la banda de mayor peso no se aprecia, aunque si una disminucion de
ocludina.

I-actina Ocludina

Figura 46. Cortes transversales que muestran el efecto de los trofozoitos VSP9B10A.pAC en la
localizacién de F-actina y ocludina

Micrografias de microscopia confocal CLMS en secciones verticales mostrando la localizacion de F-
actina, paneles izquierdos, y ocludina, paneles derechos. La distribucién normal de las proteinas F-actina
y ocludina en monocapas sin tratamiento, se aprecia la continuidad de la linea apical, en las uniones
estrechas y los contactos focales en A), la linea continua que forma la proteina ocludina en la parte apical
de la monocapa se aprecia en B). Después de la interaccién con trofozoitos WB no se observaron cambios
en la distribucién de F-actina C) y ocludina D). Cuando las monocapas se incubaron con trofozoitos que
expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A se observé una linea discontinua de F-actina en la
parte apical y los contactos focales, no se observaron E). El patrdn de localizacion de ocludina también se
encuentra alterado en las monocapas incubadas con trofozoitos VSP9B10A.pAC F en éstas la proteina
ocludina se encuentra en la parte basal y en el citoplasma.
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Figura 47. Efecto de diferentes poblaciones de trofozoitos sobre la localizacién de las proteinas ZO-1 y
ocludina.

Las microfotografias A, B, C y D muestran la distribucion de las proteinas ZO-1 y ocludina, respectivamente,
en monocapas de células Caco-2 sin interaccion con trofozoitos. Cuando éstas se incubaron con una poblacion
de trofozoitos WB que expresaron en su mayoria la proteina VSP9B10A se observaron cambios en la
continuidad de la monocapa y efectos sobre la localizacion de ZO-1 y ocludina es similar a los causados por los
trofozoitos que expresan establemente a la proteina VSP9B10A, E, F, G y H.

Para establecer si los efectos observados sobre F-actina y ocludina por los trofozoitos que
expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A durante la interaccion con células del
epitelio intestinal es similar al producido por proteasas bien caracterizadas se utilizaron
poblaciones de trofozoitos transfectados para expresar constitutivamente las proteinas
Catepsina B y 14019 de Giardia duodenalis, asi como el inhibidor E-64, especifico para
cistein proteasas. Los trofozoitos que expresaban a la proteasa Catepsina B no afectaron la
integridad de la monocapa de células Caco-2/TC7, ni el patrén de localizacion de F-actina y

ocludina a los tiempos evaluados. (Figura 48). Cuando la poblacion de trofozoitos
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VSP9B10A se incubd con el inhibidor E-64 previamente a la co-incubacion con las
monocapas de células CaCo-2/TC7 no se observaron dafios en éstas y el patron normal de
localizacion de ocludina no se alterd, aunque si se apreciaron cambios en F-actina,
especificamente la aparicion de focos de reactividad ausentes en las monocapas sin tratar o
infectadas con las distintas poblaciones de trofozoitos usadas como control (Figura 48).
Cuando se compararon in silico el sitio de union del inhibidor E-64 en la Catepsina B de
humanos con la secuencia de la proteina VSP9B10A se encontré que existe un sitio
estructuralmente similar en la proteina VSP9B10A donde el inhibidor puede coordinarse
(Figura 49). El inhibidor interactta con los residuos C30, H80 y N201 en la Catepsina B
mientras que en la VSP estos corresponden a los residuos C30, H200 Y N220. En estos
modelos también puede apreciarse que los atomos de oxigeno del inhibidor tienden a
polarizarse cerca del residuo C30 lo que sugiere que la coordinacion de E-64 en la
VSPIB10A es similar a la que ocurre con Catepsina B (Figura 49).

También se determind el efecto de los trofozoitos que expresan a la proteina VSP9B10A
sobre claudina-1; los resultados obtenidos no mostraron cambios en su localizacion, aunque
por inmuno-deteccion se encontr6 una banda de menor peso molecular en todas las
condiciones de co-incubacion, lo que sugiere que no es un efecto atribuible a la proteina
VSPI9B10A (Figura 50 y 51).
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Figura 48. Comparacion del efecto de trofozoitos VSPI9B10A.pAC y trofozoitos expresando otras
proteasas sobre la distribucion de F-actina y ocludina en monocapas de células Caco-2/TC7.

Los trofozoitos WB no inducen cambios en la localizacién de F-actina y ocludina las cuales co-localizan
en las uniones estrechas (A, B, C y D); mientras que se observo una redistribucion de éstas cuando las
monocapas de células Caco-2 se incubaron con trofozoitos transfectados con el plasmidoVSP9B10A.pAC
(E, F, G y H), especificamente sobre la proteina ocludina que se deslocaliza de los contactos célula-célula
(H); estos cambios no se observaron cuando las monocapas se incubaron con los trofozoitos que expresan
a la proteasa Catepsina B-like (I, J, K y L) ni por trofozoitos VSP9B10A.pAC que previamente fueron
tratados con el inhibidor de cistein proteasas E-64 como se aprecia en las micrografias M, NO y P,
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Figura 49. Identificacion del sitio de union del inhibidor de cistein proteasas E-64 en la proteina
VSP9B10A.

Los sitios predichos para el acoplamiento del inhibidor E-64 en la proteina VSP9B10A se identificaron
utilizando el servidor SwissDock, en color cian se muestran los residuos (A). La similitud con el sitio de
unién en la cistein proteasa de Catepsina B humana se muestra en B.
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Figura 50. Efectos en la distribucion de claudina-1 en las monocapas incubadas con trofozoitos
VSP9B10A.pAC

Micrografias que muestran la distribucién de Claudina-1 y su co-localizacién con F-actina en las uniones
estrechas en monocapas de células Caco-2/TC7 (A, B y C). El patron de panal de abeja no se ve alterado
cuando las monocapas se incubaron con trofozoitos WB, D, E y F; mientras que en aquellas incubadas
con los trofozoitos VSPI9B10A.pAC se observo la deslocalizacion de ambas proteinas de los contactos
célula-célulaG,He l.

e64
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Figura 51. Inmuno-deteccion de claudina-1 en monocapas de células Caco-2/TC7

Se detectaron cambios en la proteina claudina 1 durante la incubacién con distintas poblaciones de
trofozoitos. En los extractos de la monocapa de células Caco2 /TC7 sin infectar se detectd una banda con
anticuerpo monoclonal, mientras que se observé una banda de menor peso molecular al de claudina-1 en
todos los extractos de las monocapas incubadas con las distintas poblaciones de trofozoitos. Cuando los
trofozoitos se incubaron previamente al ensayo de interaccion con el inhibidor E-64 no se detecté la
banda de menor peso molecular en los extractos.
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Determinacion del efecto de los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina
VSP9B10A sobre la dindmica de polimerizacion de actina

En este trabajo se propuso definir si la proteina VSP9B10A actia mediante la activacion de
alguna via de sefalizacion o receptor que desencadene los cambios en la distribucion de
actina, el desensamblaje de las uniones estrechas y finalmente la perdida de la integridad de la
barrara epitelial. Las proteinas de las uniones estrechas se encuentran altamente reguladas por
una serie de mecanismos y uno de los principales incluye a la familia de las GTPasas Rho.
Estas remodelan al citoesqueleto de actina y desensamblan a las uniones intercelulares.
Especificamente Rho altera la dindmica de actina, en particular la contractilidad del anillo
cortical de actina redistribuye a ZO-1 asi como a Ocludina alterando ademas el estado de
fosforilacion de esta ultima proteina. Estos efectos producto de la activacion de las Rho
GTPasas son similares a los observados en las monocapas de células Caco-2/TC7 expuestas a
la proteina VSP9B10A de Giardia, por lo que fue importante determinar si las GTPasas Rho
y Rac se encuentran activas en las monocapas infectadas con los trofozoitos VS9B10A.pAC.
Esto se evalu6 por medio de ensayos de pull down con perlas de agarosa unidas a Rhotekina
RBD al que se une especificamente RhoA o PAK PBD matriz para Racl y Cdc42. Las formas
activas de estas proteinas se purificaron a partir de los lisados de monocapas provenientes de
cada condicion de co-incubacion y se inmuno-detectaron por Western-blot con los
anticuerpos correspondientes.

Ninguna de estas proteinas en su forma activa se detectd en las condiciones comparadas
sugiriendo que no es la via de sefializacion mediante la cual la que Giardia y especificamente
la proteina VSP9B10A modifica el citoesqueleto de actina en las células epiteliales (Figura
52).
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Figura 52. Inmuno-deteccion de RhoA y Rac-1 en células Caco-2/TC7 co-cultivadas con diferentes
poblaciones de trofozoitos que expresan o no a la proteina VSP9B10A.

La presencia de las formas activadas de las proteinas RhoA y Rac se determind por ensayos de pull-down
y Western-blot en monocapas no tratadas con trofozoitos (Caco), incubadas con trofozoitos WB (WB),
con trofozoitos donde la expresion de la proteina VSP9B10A se silencio (AVSP) o con la poblacion de
trofozoitos que expresa constitutivamente a la proteina VSP9B10A. Las formas activas de estas proteinas
se detectaron en los controles positivos (C+) pero no en las muestras (M) ni en los controles negativos (C-

)

Determinacion del efecto de los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina
VSPI9B10A sobre los receptores activados por proteasas PAR1-4

Varios reportes han mostrado que las proteasas liberadas por bacterias y parasitos pueden
activar a los receptores PAR y que Giardia puede estar actuando a través de esta via para
generar apoptosis en los enterocitos(Buresi et al., 2002; Buresi et al., 2001; O'Hara and Buret,
2008). Por lo que considerando la actividad proteolitica putativa presentada por la proteina
VSPI9B10A se evaluo si estos se encuentran activos en las monocapas infectadas con los
trofozoitos que expresan esta proteina. Estos experimentos mostraron que solamente los
receptores PARL1 y 2 se incrementan en las monocapas incubadas con las distintas
poblaciones de trofozoitos.

Los transcritos de PAR-1 se incrementan cerca de dos unidades en comparacion con los
trofozoitos WB, en aquellas incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC de similar manera
a los trofozoitos que expresan la Catepsina B. El incremento de los transcritos de PAR-2
también se incrementa en las monocapas tratadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC, pero
en menor proporcion. EI mayor incremento en este caso es inducido por los trofozoitos que

expresan a la Catepsina B-like (Figura 53).
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Figura 53. Expresion del transcrito de los receptores PAR-1 y 2 durante la interaccion de
trofozoitos VSP9B10A.pAC con células Caco2/TC7

El incremento en la produccion del transcrito de los receptores asociados a proteasas PAR-1y 2 se en
monocapas incubadas con trofozoitos WB, VSP9B10A.pAC y transfectados para expresar las cistein
proteasas Catepsina B y 14019 fue determinado por gRT-PCR. Las graficas muestran un ligero
incremento en PAR-1 cuando estas son incubadas con los trofozoitos que expresan la proteina
VSPI9B10A, similar al inducido por los trofozoitos Catepsina B; estos trofozoitos Cat B junto con los que
expresan la cistein proteasa 14019 incrementan la produccién del receptor PAR-2 mientras que los
trofozoitos WB y VSPI9B10A tienen un efecto similar. EI gen GAPDH se utiliz6 como control de
expresion basal (P< 0.05).

Mediante ensayos de inmunofluorescencia se analizd si el incremento en los transcritos
correlaciona con cambios en la presencia de estos receptores en las células del epitelio
intestinal. Como control positivo se utilizd a la proteasa tripsina que los activa por protedlisis.
Los resultados solo mostraron cambios en el receptor PAR2, en las microfotografias se
observaron puntos reactivos que se localizan en la membrana celular de las monocapas que se
incubaron con los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A, de
manera similar a los controles positivos (Figura 54). Estos resultados sugieren que estos
trofozoitos podrian estar activando la movilizacion del receptor a la membrana celular e
interactuar con esté de manera similar a otras proteasas. Ademas, mediante ensayos de
inmunodeteccion se determind el estado de este receptor en los extractos totales obtenidos de
las monocapas. Los resultados mostraron que no se presentaron cambios entre cada condicion,

incluidas las proteasas utilizadas como referentes positivos. (Figura 55).
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Figura 54. Localizacion del receptor PAR 2 en monocapas de células Caco2 /TC7 durante la
interaccion con trofozoitos VSP9B10A.pAC

Las micrografias A y B muestran la localizacion de los receptores PAR-2 en células Caco2/TC7 sin
tratamiento; C y D es la localizacién después de 24 horas de incubacién con trofozoitos WB. La
distribucion en la membrana y en algunas células en el citoplasma es mayor en aquellas monocapas
incubadas con los trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A como se observa en E y F; esta
distribucion es similar a la observada cuando la monocapa se incuba por 180 minutos con la proteina
Catepsina B purificada G y H o con tripsina, el activador tipico, por 15 minutos | y J. En estos ensayos se
utilizo el anticuerpo H-99.
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Figura 55. Inmuno-deteccién de los receptores PARL y 2 en extractos de células Caco-2/TC7

A) Inmunodeteccion del receptor PAR-1 en monocapas de células Caco-2/TC7 sin diferenciar (panel
izquierdo) y diferenciadas (panel derecho); la expresion de este receptor se determind en monocapas de
células Caco-2/TC7 sin infectar o co-incubadas con trofozoitos WB o trofozoitos que expresan
constitutivamente a la proteina VSP9B10A. Como controles de la acciéon de proteasas sobre estos
receptores se utilizaron trofozoitos que expresan a la Catepsina B (Cat B) y a la cistein proteasa 14019.
No se observé ningin cambio significativo f entre los distintos co-cultivos. B) Comparacion en la
inmunodeteccion del receptor PAR.2 con el anticuerpo H-99 en monocapas sin diferenciar (izquierda) y
diferenciadas (derecha). No se observaron cambios entre las diferentes condiciones de co-incubacion. C)
Se observo un ligero incremento en el receptor PAR-2 en monocapas incubadas con trofozoitos
VSP9B10A cuando la inmunodeteccion se realizo utilizando el anticuerpo Sam 11.

Finalmente para establecer si el receptor PAR-2 se encuentra activo se analiz6 la expresion de
la Interleucina 8 debido a que la produccion de esta interleucina es estimulada por la
activacion de PAR-2 (Kajikawa et al., 2007; Shan et al., 2012). Asi mismo resulta interesante
establecer si existen cambios en la produccion de 1L-8 durante la infeccidn con los trofozoitos
que expresan constitutivamente VSP9B10A ya que se ha reportado que durante la infeccion
con Giardia los niveles de esta interleucina se encuentran disminuidos y que es por este
mecanismo que no se produce una respuesta inmune exacerbada (Cotton et al., 2014).

La produccion del transcrito de IL-8 se determiné en las monocapas de células CaCo-2 TC7
incubadas con trofozoitos WB vy trofozoitos VSPI9B10A (Figura 56). Los resultados
mostraron que existe un ligero incremento en el transcrito de IL-8 en las monocapas

incubadas con los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A en
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comparacion a las incubadas con los trofozoitos WB. Sin embargo, hay un incremento mas
significativo en las incubadas con los trofozoitos que expresan a la Catepsina B y la cistein

proteasa 14019. Esto corresponde con los niveles del transcrito del receptor PAR2 y sugiere
que la activacion de la via PAR-2/IL-8 ocurre durante la co-incubacion de los trofozoitos de
Giardia con las células epiteliales pero que esta activacion no es dependiente de la expresion
de la proteina VSP9B10A. Lo anterior muestra que esta via no es la responsable de los dafios
generados a las monocapas de células epiteliales por los trofozoitos VSP9B10A por lo que
otros estudios deben realizarse para establecer el mecanismo por el cual los trofozoitos que
expresan a la proteina VSPI9B10A desestabilizan el complejo de wunion apical,

especificamente a las proteinas F-actina, ZO-1 y ocludina.

IL-8
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|

Figura 56. Expresion del transcrito de IL-8 en monocapas de células Caco-2/TC7 co-incubadas con
distintas poblaciones de trofozoitos

Se determino la produccién del transcrito de IL-8, uno de los efectores de la cascada de activacion de
PAR-2 en las monocapas incubadas con los trofozoitos WB, VSP9B10A, Catepsina B y la cistein
proteasas 14019. Estas dos Gltimas poblaciones de trofozoitos incrementan el nimero de transcritos de
IL8 mientras que los trofozoitos WB y VSP9B10A.pAC muestran el mismo comportamiento (P< 0.05).

120



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

DISCUSION

La Giardiasis es una de las infecciones parasitarias con mayor incidencia en el mundo y con
alto impacto en la salud publica y la economia, (Bartelt and Sartor, 2015; Buret, 2008; Ekdahl
and Andersson, 2005; Lanfredi-Rangel et al., 1999; Yoder et al., 2012). Sin embargo, es una
de las parasitosis menos comprendidas. De hecho su estudio es complicado ya que ésta
presenta un gran rango de manifestaciones clinicas (Beatty et al., 2017; Halliez and Buret,
2013; Halliez et al., 2016; Lanfredi-Rangel et al., 1999; Wensaas et al., 2012), un posible
potencial zoondtico, el que aun se debate (Emery et al., 2014; Koh et al., 2013; Lalle et al.,
2005; Lebbad et al., 2011b; Lee et al., 2017b; Palmer et al., 2008; Pallant et al., 2015;
Piekarska et al., 2016; Ryan and Caccio, 2013) y una falta de consenso entre los efectos
patofisiologicos producidos por las mismas cepas/ensamblajes (Cevallos et al., 1995; Chin et
al., 2002; Foronda et al., 2008; Homan and Mank, 2001; Koh et al., 2013; Lebbad et al., 2008;
Maia-Brigagao et al., 2012; Minvielle et al., 2008; Mohammed Mahdy et al., 2009; Nash et
al., 1987; Sahagun et al., 2008; Torres-Romero et al., 2014). En este contexto las proteinas de
la familia de las proteinas Variables de Superficie han mostrado ser un punto de controversia,
ya que en estudios recientes se reportd que éstas pueden estar implicadas en la virulencia y la
patogénesis de la Giardiasis. En estos estudios se observo que la diferencia entre los efectos
de distintas cepas sobre sus células blanco puede estar relacionada con la expresion de un
conjunto de proteinas VSP (Emery et al., 2016; Emery et al., 2015; Emery et al., 2014). Al
respecto, nuestro equipo de trabajo recientemente mostro que la proteina VSP9B10A se libera
al medio durante la interaccion con células epiteliales in vitro y que es identificada en ensayos
especificos para caracterizar proteasas de alto peso molecular (Cabrera-Licona, 2010;
Cabrera-Licona et al., 2017). Asi mismo otros estudios mostraron que las proteinas VSPs
tienen diferencias estructurales y motifs que pueden conferirles actividades distintas a la
evasion de la respuesta inmune (Adam et al., 2010; Emery et al., 2016; Emery et al., 2015;
Emery et al., 2014) y en estos estudios se sefiala que las diferencias entre cepas/ensamblajes
pueden estar relacionadas con la severidad de los sintomas que se presentan durante la
infeccion (Cevallos et al., 1995; Emery et al., 2014; Koh et al., 2013; Nash et al., 1987;
Williamson et al., 2000) asi como por sus posibles implicaciones en la nutricion, defensa del
parasito y en el disefio de vacunas contra estos proteinas (Adam et al., 2010; Bermudez-Cruz
et al., 2004; Emery et al., 2016; Emery et al., 2014; Lujan et al., 1995; Nash and Mowatt,
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1993; Papanastasiou et al., 1997a). En este contexto el analisis y caracterizacion de estas
proteinas es una nueva linea de investigacion en el estudio de Giardia.

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se demostré que en un modelo tridimensional
del extremo amino terminal de la proteina VSP9B10A se encuentran residuos que forman el
sitio de union al sustrato y la triada catalitica caracteristica de las cistein proteasas (Cabrera-
Licona, 2010). Con base en estas caracteristicas, en este trabajo se llevo a cabo el andlisis
comparativo del efecto de poblaciones de trofozoitos que expresan o no a la proteina
VSP9B10A sobre monocapas como modelos celulares de tres lineas que incluyeron a IEC-6,
MDCK y Caco-2/TC7. En estos estudios se utiliz6 una poblacion de trofozoitos en la cual la
expresion constitutiva de la proteina VSP9B10A se obtuvo mediante transfeccion, con
plasmidos que tenian clonado el gen de dicha proteina, asi como trofozoitos sin transfectar de
la cepa WB, trofozoitos transfectados con el vector vacio y una poblacién en la que la
expresion de esta proteina se silencié mediante transfeccion [VSP(INV).pAC]. Se eligié como
modelo de estudio la poblacion de trofozoitos transfectados VSP9B10A.pAC debido a que
permite analizar de una manera directa el comportamiento de esta proteina durante el proceso
de interaccion de los trofozoitos con las células epiteliales. Es decir, con el uso de este modelo
podemos establecer que ocurre cuando una poblacién de trofozoitos con expresion
homogénea de la VSPIB10A interacciona con las células epiteliales.

En los ensayos de interaccion in vitro se observd que las poblaciones de trofozoitos que
expresan mayoritariamente a la proteina VSP9B10A en su superficie al inicio de la co-
incubacién afectan la integridad de monocapas IEC-6 después de dos horas de co-incubacién,
con un inoculo inferior al utilizado en los ensayos estdndar previamente reportados
(Rodriguez-Fuentes et al., 2006). Durante ese tiempo corto de co-incubacién, que refleja el
contacto inicial de los parasitos con su célula blanco, se observd que los contactos célula-
célula se perdieron en las monocapas y las células cambiaron su morfologia de normal
romboide hacia una de tipo fibroblastoide. En comparacion, se observo que en estas mismas
condiciones de interaccion los trofozoitos WB vy los transfectados con el vector vacio no
afectaron la integridad de la monocapa; esta ultima condicidn sugiere que la transfeccion no
altera a los trofozoitos. Es importante sefialar que no existen reportes que muestren estos

cambios inducidos por trofozoitos de Giardia en tiempos tan cortos en esta linea celular.
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Algunos estudios reportan el desprendimiento de las células de la monocapa en funcion del
incremento en el nimero de trofozoitos con el que son incubadas (McCabe et al., 1991).

Las células IEC-6 son una linea de epitelio de intestino delgado de rata, que se origina de las
criptas intestinales. Estas representan células sin madurar con alto potencial proliferativo y
que mimetizan el recambio del intestino delgado que ocurre cada 2 a 3 dias. Las monocapas
de estas células se caracterizan por ser una poblacion homogénea de células poligonales,
estrechamente opuestas, con pseuddpodos extendidos hacia los bordes celulares de las células
vecinas, estableciendo contactos intercelulares. Las células tienen nicleos grandes y ovalados;
microvellosidades delgadas localizadas en la region perinuclear, con uniones estrechas
“débiles” reflejada en una resistencia transepitelial de 54.2 A+5.7 ohm-cm2 (Quaroni et al.,
1979). En consideracion a las uniones débiles entre las células de esta monocapa y para
descartar que los cambios morfolégicos y la pérdida de la integridad se debe a las
caracteristicas propias de la linea epitelial, se utiliz6 un modelo con uniones celulares mas
fuerte: las células MDCK. Estas células provienen de rifién de perro que forman monocapas
de células poligonales y un epitelio cerrado con un valor de TEER de < 300Qecm (Dukes et
al.; Peixoto and Collares-Buzato, 2005). En los ensayos de co-incubacion con las células
MDCK se observaron los mismos efectos que en las monocapas IEC-6 incubadas con los
trofozoitos que expresan a la proteina VSPB10A. Sin embargo, en estos ensayos se requirio
utilizar una la dosis de trofozoitos mayor y un tiempo de incubacion mas largo para observar
cambios similares a los encontrados en la monocapa de células IEC-6. Lo anterior es
consistente con la estabilidad de las uniones que mantienen la integridad de este tipo de
epitelio y que puede reflejar de una mejor manera lo que ocurre en el intestino humano
durante la infeccién con Giardia (Lanfredi-Rangel et al., 1999). Cabe sefialar que en el
estudio de Giardia el modelo de células IEC-6 es ampliamente utilizado mientras que pocos
trabajos reportan el uso de las células MDCK en ensayos de este tipo (Ma'ayeh and Brook-
Carter, 2012; McCabe et al., 1991). Ademas en los trabajos con células MDCK se reportan
tiempos de incubacion de 24 a 48 horas (Chavez et al., 1995; Chavez et al., 1986), por lo que
nuestros resultados muestran que los trofozoitos VSP9B10A pueden generar dafios en
tiempos mas cortos (12hrs) que las reportadas por otros autores.

La presencia y liberacion de la VSP9B10A se verificO durante estas interacciones,

encontrandose que solo se detecta en aquellos sobrenadantes provenientes de la interaccion
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con trofozoitos transfectados VSP9B10A.PAC. Esta evidencia experimental permite sugerir
que existe una relacion directa entre la presencia/liberacion de la VSP9B10A y que la pérdida
de la continuidad de las monocapas se debe, al menos en parte, a la proteina VSP9B10A.
Cabe aclarar que este trabajo se enfocd fundamentalmente al estudio de la expresion
homogénea de la VSP9B10A en la superficie de los trofozoitos en el tiempo en que se
Ilevaron a cabo los ensayos de interaccion y no se caracterizd si otras proteasas o factores del
parasito se ven afectados por esta expresion, por lo que los resultados obtenidos pueden estar
participando otras proteinas propias del parasito. Es importante sefialar, sin embargo, que
cuando se analizaron las proteinas totales no se observaron cambios en el perfil de expresion
de otras proteinas entre los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina
VSPIB10A vy las otras poblaciones de trofozoitos utilizadas en los ensayos, ademas de la
deteccidn de la expresion de la proteina VSP9B10A recombinante. Mientras que en el perfil
proteolitico de los sobrenadantes de cada interaccién la presencia de la banda de 75 kDa de
peso molecular, que es detectada por el anticuerpo mono especifico anti-VSP9B10A. Esta
banda solo se detect6 en los sobrenadantes que provienen de la interaccion con trofozoitos
gue expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A vy es detectable desde tiempos cortos
de co-incubacion, como mostrd la cinética de liberacion; en tanto que no se observaron
incrementos en las demdas proteasas visualizadas, ni se detectd esta banda en los
sobrenadantes provenientes de la interaccion con otras poblaciones de trofozoitos que no
expresan a la proteina VSP.

Sin embargo, es importante realizar una caracterizacion méas exhaustiva de la poblacion de
trofozoitos VSPI9B10A.pAC para analizar si otras proteinas pueden también ocasionar los
dafios observados. En este contexto es importante sefialar que el contacto de los trofozoitos
con las células epiteliales induce la expresion y liberacién de la proteina VSP9B10A aunado
al hecho de que los dafios no se presentan cuando los trofozoitos se incuban con el anticuerpo
anti-9B10A previo a la interaccion con las células epiteliales, lo cual sugiere que esta proteina
estd involucrada, en parte, con los dafios observados. Al respecto se ha establecido que los
transcritos de algunas VSPs se incrementan durante la interaccion y también son liberadas al
medio por un mecanismo no totalmente caracterizado (Ferella et al., 2014b; Ma'ayeh and
Brook-Carter, 2012; Papanastasiou et al., 1996; Ringqvist et al., 2011). Algunos autores

postulan que esto se debe a que la interaccion con las celulas epiteliales induce el recambio
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de VSPs o a que simplemente existen diferencias en la expresion de estas proteinas en las
poblaciones utilizadas para infectar (Ferella et al., 2014b; Prucca and Lujan, 2009; Prucca et
al., 2008). Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede establecer que las diferencias
en la expresion de las proteinas VSPs en las poblaciones de trofozoitos que se emplean en los
ensayos de interaccion deben considerarse cuando se realizan estudios para determinar la
virulencia de Giardia y que debe estudiarse con mayor cuidado la dindmica de recambio de
estas proteinas durante el contacto inicial con los enterocitos.

En consideracion a lo anterior se procedio a obtener una poblacion de trofozoitos donde la
expresion de la proteina VSP9B10A se silencid, para establecer si los dafios observados
pueden ser relacionados directamente con la expresién de esta proteina en los trofozoitos
utilizados en los ensayos de co-incubacion utilizando como modelo celular a la linea
Caco2/TC7 de epitelio intestinal humano. Esta linea celular es el modelo més utilizado en el
estudio de la patogénesis de la Giardiasis por lo que se optd por validar los resultados
obtenidos en las dos lineas previamente descritas en esta monocapa (Ferella et al., 2014a;
Humen et al., 2011; Magne et al., 1991; Maia-Brigagao et al., 2012; Muller et al., 2006;
Ringquvist et al., 2011; Roxstrom-Lindquist et al., 2005; Stadelmann et al., 2012b; Teoh et al.,
2000).

Las células Caco2/TC7 tienen una organizacion polarizada y forman dominios de uniones
estrechas altamente regulados formando una monocapa que mimetiza fisica y funcionalmente
a la barrera del epitelio intestinal. Debido a esto ultimo se utilizan ampliamente en la
investigacioén de los mecanismos celulares y moleculares por los cuales actlan patdgenos
intestinales sobre proteinas asociadas a la membrana, vias de sefializacion, trafico intracelular
asi como para caracterizar la produccién de lesiones estructurales y la respuesta celular del
hospedero (Chantret et al., 1994; Fisher et al., 2013; Lievin-Le Moal, 2013; Peterson and
Mooseker, 1992; Sambuy et al., 2005; Solaymani-Mohammadi and Singer, 2013; Tremblay et
al., 2006; van der Flier and Clevers, 2009). En nuestro caso este modelo permitio evaluar los
efectos de los trofozoitos de Giardia en estas células blanco y tener los dos tipos celulares del
intestino: las células proliferativas de la cripta intestinal y los enterocitos maduros de las
vellosidades.

Los ensayos de incubacion con este modelo mostraron que los efectos previamente

observados en las monocapas IE-6 y MDCK fueron muy semejantes a los observados en las
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celulas Caco-2/TC7 siendo evidentes la perdida de la continuidad de la monocapa, el cambio
en su morfologia normal y la pérdida de los contactos célula-célula. Esta pérdida de la
integridad de la barrera epitelial se midié analizando la permeabilidad a la macromolécula
FD-4. La integridad de las uniones célula-célula puede ser medida como la disminucion de la
resistencia transepitelial (TER) y como el incremento en el flujo paracelular. Asi, se
considera que la disminucion de la TER es un marcador de la Giardiasis aguda (Humen et al.,
2011). En este trabajo, dos horas después de la incubacién de la monocapa de células
Caco2/TC7 diferenciada con los trofozoitos VSP9B10A.pAC el flujo de esta molécula al
compartimento basal fue mayor al que se observo en una monocapa sin tratar o tratada con los
trofozoitos WB. Este fue incluso mayor al generado por trofozoitos que expresan las proteasas
Catepsina B-like 0 14019 que fueron usadas como control del positivo de dafio a la integridad
de las uniones célula-célula. El efecto producido por los trofozoitos VSP9B10A.pAC sobre la
integridad de la monocapa es solo comparable con el generado por la proteina Catepsina B-
like de Giardia purificada que a una concentracion de 8 pg/ ml disminuye la TEER de
monocapas MDCK (Gomez-Mondragon, 2011) y en este caso incrementa el flujo para celular
de FD-4. Una revision reciente sefiala que los reportes sobre cambios en la TER en
monocapas incubadas con distintas cepas de trofozoitos de Giardia son altamente variables y
que esto puede deberse a la clona de células Caco-2, al nimero de pasajes, a la proporcion
trofozoitos/célula, el tiempo de incubacion e incluso a factores como el tipo de medio usado,
y los lavados con PBS frio que se realizan para despegar a los trofozoitos de la monocapa
(Kraftetal., 2017).

Sin embargo, en este trabajo se utilizaron tiempos cortos de incubacién y un inoculo de
trofozoitos pequefio en comparacion con los usados en otros estudios como se puede consultar
en la revision de Kraft y colaboradores de 2017, quienes incluso no observan cambios en la
TER utilizando una proporcién de 20 trofozoitos WB por célula. Esto sugiere que es
importante caracterizar a la poblacion de trofozoitos usados durante los ensayos y reportar
caracteristicas especificas de los trofozoitos para que los cambios observados sean mejor
analizados. En este trabajo se puede asociar directamente una caracteristica de expresion de
los trofozoitos con los cambios citopaticos y los cambios en la TER, aunque como ya se
menciono se debe hacer una caracterizacion mas detallada de los trofozoitos VSP9B10A.pAC

para establecer si estos son solamente atribuibles a la VSP.
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Por otra parte, en los sobrenadantes de interaccién la presencia de la proteina VSP9B10A
confirmé que ésta se encuentra solo en aquellos provenientes de la co-incubacion con
trofozoitos VSP9B10A.pAC como previamente se observo en las células IEC-6. De manera
interesante en estos ensayos, aunque los dafios se producen tanto en las monocapas
completamente diferenciadas como en las monocapas proliferativas estos son mas
exacerbados en las ultimas. Estas diferencias sugieren que existe una respuesta diferencial en
las células del intestino cuando son co-incubadas con Giardia. Debido a que las células de la
cripta llevan a cabo funciones muy especificas como la renovacién del epitelio y la secrecion
activa de electrolitos por el canal de cloro dependiente de AMPc que regula la secrecion de
agua, es de gran importancia corroborar si este efecto ocurre in vivo y si la proteina
VSP9B10A dafia directamente y de manera selectiva a las células de las criptas intestinales
(Caro et al., 1995). Al respecto algunos estudios de infeccion in vivo han sefialado que
Giardia altera la relacién entre las células proliferativas y las diferenciadas alterando con esto
la capacidad regenerativa del intestino, que ocurre de manera normal cada 4 a 5 dias, y por
tanto exacerbando los sintomas de la Giardiasis como la malabsorcion ademas de ser un
factor de riesgo para el desarrollo de una infeccidn cronica (Einarsson et al., 2016; EImendorf
et al., 2005; Fisher et al., 2013; Lievin-Le Moal, 2013; Solaymani-Mohammadi and Singer,
2013; Stadelmann et al., 2012b). Por lo anterior seria importante determinar si este efecto
ocurre in vivo. Por otra parte, en este modelo también se observd que la produccién del
transcrito de la proteina VSP9B10A es dependiente del contacto con la célula epitelial, en
tiempos cortos y que el nimero de células reactivas al anticuerpo anti-9B10A incrementa en
funcion del tiempo de incubacion. Asi mismo, en la poblacion que la expresa
constitutivamente la distribucion de la proteina en la superficie cambia a puntos dispersos,
sugiriendo la liberacion de la proteina VSP9B10A durante el contacto, lo que corresponde con
su presencia en los sobrenadantes de interaccion y en los zimogramas realizados con estos.
Estos datos sugieren que la proteina VSP9B10A puede ser un factor de virulencia y participar
en la patogenicidad de la giardiasis. Sin embargo, tendria que compararse con otras proteinas
VSPs o0 antigenos de Giardia para determinar si tiene un mayor potencial infectivo.

Con respecto a la patogénesis de la giardiasis se ha demostrado que los trofozoitos de Giardia
acortan las microvellosidades de los enterocitos disminuyendo la superficie de absorcion de

agua, glucosa y electrolitos y la actividad de enzimas propias del intestino (Buret, 2008;

127



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

Cotton et al., 2011; Humen et al., 2011). Asi mismo estos disminuyen la expresion de genes
relacionados con la proliferacion e incrementa los involucrados en respuestas al estrés, alteran
la permeabilidad de la barrera epitelial modificando el estado de proteinas de las uniones
estrechas como F-actina y actinina de manera calcio-dependiente, ZO-1, Ocludina, Claudina-
1y cingulina; las adherentes y los desmosomas (Buret, 2007; Buret et al., 2002; Dawson and
House, 2010; Humen et al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012; Teoh et al., 2000). También
incrementa la apoptosis induciendo factores como Bax y las Caspasas-3, 8 y 9 e inhibiendo
Bcl-2 y PARP (Chin et al., 2002; Roxstrom-Lindquist et al., 2005; Scott et al., 2002). La
pérdida de la barrera epitelial permite la salida de agua y la secrecion de cloro al lumen
intestinal produciendo diarrea. En suma, varios mecanismos convergen para dar lugar a los
sintomas de la Giardiasis, pero poco se sabe aun de los factores propios del parasito que
pueden estar activando las vias de sefializacién relacionadas.

Con base en lo anterior en este trabajo buscamos determinar los mecanismos moleculares que
Ilevan a la perdida de los contactos célula-célula inducidos por los trofozoitos que expresan
constitutivamente a la proteina VSP9B10A. El andlisis se enfocd principalmente sobre las
proteinas encargadas de mantener estas uniones y sobre algunas vias de sefializacion que
podrian ser activadas por la proteasa en consideracion a la actividad proteasa-like de la
VSPI9B10A vy a los efectos observados sobre las monocapas de células epiteliales.

Un primer acercamiento se llevé a cabo empleado las células MDCK, en las que se analizo el
estado de las uniones estrechas y adherentes después de la interaccion con los trofozoitos
VSPI9B10A.pAC. Los resultados obtenidos con este modelo evidenciaron que las proteinas
Ocludina de las uniones estrechas y E-cadherina de las uniones adherentes estan disminuidas
en los extractos de monocapas incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC.

Un estudio més detallado sobre si este antigeno altera a las proteinas que forman el complejo
de unién apical se llevé a cabo empleando las monocapas de células Caco-2/TC7. Los
resultados mostraron que esta poblacion de trofozoitos induce cambios en la distribucion de
F-actina que pueden ser asociados a la presencia y liberacion de la proteina VSP9B10A
durante la interaccion. Esto debido a que en aquellas monocapas incubadas con la poblacion
en que su expresion fue silenciada no mostraron este tipo de cambios, ademas otros estudios
muestran que el redondeamiento de células eucariontes, como el observado por microscopia

en nuestros resultados, es consecuencia de la degradacion de los filamentos de actina y
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niveles incrementados de actina soluble (Solaymani-Mohammadi and Singer, 2013). Aungue
como se menciono anteriormente, ya existian reportes previos de que el trofozoito de Giardia
afecta el patron normal de localizacion de F-actina apical y basolteral y que el desensamble de
la actina apical en células Caco-2 diferenciadas es dependiente de la adhesion de los
trofozoitos y no de las moléculas secretadas (Humen et al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012),
los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los trofozoitos que expresan a la
VSPI9B10A, afectan tanto los contactos focales como la distribucion de F-actina en las
uniones estrechas y no solo la actina apical que forma las microvellosidades. Esto ultimo
permite sugerir una asociacion de la proteina VSP9B10A con la desestabilizacion del
citoesqueleto de actina y postular que la adhesion es el primer paso en la desestabilizacion de
esta estructura. Sin embargo, la liberacion de la proteina VSP9B10Aaun cuando puede
exacerbar en parte este efecto, no se puede establecer si es a través de una accion directa sobre
actina o si ésta actla sobre otras proteinas que inducen la alteracion del cinturon de actina e
incluso sin son otras proteinas del trofozoito las que participan a la desorganizacion de esta
estructura.

Cuando se analizé el estado del resto de las proteinas que mantienen la estructura de unién
apical se encontré que en el caso especifico de la proteina ZO-1, ésta se relocalizd del
complejo hacia una forma soluble. En los ensayos de inmunofluorescencia ZO-1 se encuentra
en el citoplasma y en cortes inferiores a la region apical sin llegar a formar la estructura
caracteristica de panal de abeja o la linea continua en el extremo apical en aquellas
monocapas incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC.

Si bien otros grupos han reportado cambios en esta proteina, inducidos por Giardia como
concentraciones puntuales a lo largo de las uniones pericelulares y una tendencia a migrar al
citoplasma sin que existan cambios en el transcrito o en el estado de la proteina, en estos se
han usado cepas de Giardia diferentes a la WB: Giardia aislado S2, las cepas GS/H7,
WB/1267 y solo en uno se caracteriza el efecto de los trofozoitos WB pero en células Caco
diferenciadas con 15 dias post-confluencia (Buret et al., 2002; Chin et al., 2002; Humen et
al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012). Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que
durante la interaccion de trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A
con las monocapas de células Caco-2/TC7 se altera la localizacion de esta proteina. Esta

desorganizacion se explica considerando que ZO-1 se ensambla en el complejo de union
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apical actuando como una proteina de anclaje que une a los filamentos de F-actina con las
proteinas de las uniones estrechas ocludina y claudina. Esto ultimo le da la caracteristica
fisica de ser insoluble a detergentes pero cuando se encuentra en su forma soluble, es decir
desensamblada del complejo, su distribucion cambia; por tanto la insolubilidad a detergentes
es una prueba que indica la integridad del complejo de las uniones intercelulares (Fujibe et al.,
2004; Lambert et al., 2005). La importancia de ZO-1 radica en que ademas de ser el centro
organizador o nucleador del complejo de union apical actia como una sefial temprana de
posicion durante el ensamblaje de las uniones adherentes para posteriormente reclutar a las
proteinas de las uniones estrechas (Fanning and Anderson, 2009). Considerando lo anterior y
los resultados obtenidos se puede sugerir que los trofozoitos que expresan a la proteina
VSPIB10A contribuyen a alterar el correcto ensamblaje de la proteina ZO-1 en el complejo
de union apical, con lo cual se afectan las uniones intercelulares, explicando de esta manera la
perdida de los contactos intercelulares en aquellas monocapas infectadas con la poblacion de
trofozoitos VSP9B10A.pAC. Sin embargo, con estos resultados no se pueden establecer los
mecanismos moleculares que llevan a la redistribucion de ZO-1 ni determinar si existe una
interaccion directa entre ambas proteinas o si el des-ensamblaje de ZO-1 es la consecuencia
de la activacién de receptores por parte la proteina VSP9B10A. Por otro lado, es importante
establecer si los dafios observados son consecuencia de los cambios en F-actina o viceversa,
por lo que es necesario llevar a cabo estudios mas detallados especificamente de interacciones
proteina-proteina. Ademas debe considerarse que reportes previos sefialan que tanto la
deslocalizacion de F-actina como de ZO-1 en la Giardiasis parece estar mediada por la enzima
MLCK (Scott et al., 2002) por lo que el determinar si existen cambios en el estado de esta
enzima en las monocapas infectadas con los trofozoitos VSP9B10A podria aportar
informacidn sobre el mecanismo por el que estos alteran a F-actina y ZO-1. Asi mismo una
revision reciente que discute las diferencias en los resultados reportados por distintos grupos
de investigacion sefiala que los cambios en F-actina podrian deberse a que las monocapas de
células Caco2 se encuentran unidas a vidrio o plastico y que los cambios en ZO-1 son
resultado de la apoptosis celular y no de la interaccion del trofozoito (Kraft et al., 2017). Sin
embargo, en este trabajo se observa que los dafios a las monocapas y los cambios en la
distribucion de F-actina se asocian con la presencia de la VSP9B10A en la poblacion de

trofozoitos utilizados para infectar a las monocapas, por lo que puede descartarse que estos
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cambios se deban al soporte de las monocapas. En este contexto seria necesario determinar si
ocurre apoptosis celular en las monocapas incubadas con esta VSP en mayor proporcién que
con trofozoitos WB y con los trofozoitos en los que se silencio la expresion de la VSP9B10A
y si los cambios en ZO-1 son atribuibles a la apoptosis. Al respecto, Kraft y col., utilizan
estaurosporina para inducir apoptosis en monocapas de células Caco y observan cambios en la
localizacion de F-actina, ZO-1 y ocludina en comparacion con monocapas incubadas con
inoculos de trofozoitos bajos y altos; aunque ellos no reportan anormalidades en las proteinas
de las uniones estrechas como se observd en este trabajo, que en las monocapas infectadas
con los trofozoitos, los efectos inducidos por la estaurosporina son similares a los que
generados en las monocapas incubadas con los trofozoitos que expresan constitutivamente a
la proteina VSP9B10A, por lo que seria necesario determinar los niveles de apoptosis en estos
ensayos.

En el andlisis de las proteinas de las uniones estrechas se encontr6 que también ocludina
presenta una localizacion anormal citoplasmatica y focalizada en las uniones pericelulares en
aquellas monocapas incubadas con trofozoitos que expresan constitutivamente la proteina
VSPI9B10A. En el caso de esta proteina ademés de la deslocalizacion se detectaron dos
bandas; una de 65 kDa que corresponde al peso normal de esta proteina y otra de mayor peso
molecular que aparece a las dos horas de co-incubacion con los trofozoitos VSP9B10A.pAC y
hasta veinticuatro horas después en las infectadas con trofozoitos WB y con los trofozoitos
que expresan las cistein proteasas Catepsina B-like y 14019, que fueron usadas como control.
Lo anterior sugiere que los trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A activan
mecanismos que inducen cambios en ocludina a tiempos cortos. En las infecciones con otros
parasitos se ha observado que aparece un doblete de ocludina y que éste corresponde a un
estado de hiper-fosforilacion de la proteina que se distribuye en el citoplasma y no se
ensamblada en las uniones estrechas (da Costa et al., 2005; Farshori and Kachar, 1999;
Fasano and Nataro, 2004; Feldman et al., 2005; Mitic et al., 2000). Estudios especificos sobre
este doblete muestran que ésta se encuentra fosforilada primordialmente en serina con alguna
incorporacion de treonina, (Farshori and Kachar, 1999). Estos cambios en Ocludina son de
vital importancia ya que en la dindmica de ensamblaje de las uniones estrechas esta proteina
regula la permeabilidad de la barrera epitelial y su desensamblaje impide de manera
permanente que la barrera se cierre (Farshori and Kachar, 1999; Feldman et al., 2005; Wong,
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1997). En los analisis in vitro de la infeccion con Giardia los efectos sobre esta proteina son
controvertidos; mientras que algunos estudios muestran reportes de fosforilacion (Humen et
al., 2011) otros no encuentran cambios en ésta (Maia-Brigagao et al., 2012) aunque coinciden
en que no existen cambios en su transcrito ni en su expresion. Estas diferencias podrian
atribuirse a cambios cepa-dependientes y podian ser semejantes con los resultados obtenidos
en este trabajo y sugerir que los trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A alteran de
manera especifica a Ocludina y que la expresion de la proteina VSP9B10A en una poblacién
que infecta es un factor que induce su disociacion de las uniones estrechas. Sin embargo, se
debe determinar la asociacion directa entre estas proteinas y descartar que los cambios sean
consecuencia de la alteracion de F-actinay ZO-1.

Finalmente, también se analizé la proteina Claudina-1 de las uniones estrechas. En estos
ensayos se detectd una localizacion distinta del patrén normal de localizacion de esta proteina
en las uniones pericelulares asi como una posible degradacion de esta proteina; sin embargo
estos cambios se observaron en todas las monocapas co-incubadas con las distintas
poblaciones de trofozoitos sugiriendo que la desestabilizacion de claudina-1 no es
dependiente de la presencia de la proteina VSP9B1A. Otros grupos han mostrado que
claudina-1 no se ve afectada por Giardia o que su localizacion anormal es independiente del
re-arreglo del citoesqueleto de actina inducido por este parasito (Humen et al., 2011). Se ha
reportado que claudina-1 es una de las proteinas cuya dinamica de ensamblaje no altera la
permeabilidad o la TER del epitelio intestinal y que son las claudinas 4 y 7 las que tienen un
papel mas importante en el mantenimiento de la integridad de este epitelio, por lo que seria
importante determinar el estado de éstas durante la liberacion de la proteina VSP9B10A
(Berkes et al., 2003; Buret, 2008; Medigeshi et al., 2009; Troeger et al., 2007).

Cuando los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A se incubaron
con el inhibidor de cistein proteasas E-64, previo a los ensayos de co-incubacién, los dafios a
las monocapas, asi como la deslocalizacion de F-actina y ocludina no se observaron, ni se
detectd la banda de degradacion de claudina-1. Estos resultados sugieren que el inhibidor
podria estar bloqueando la actividad de cistein proteasa-like determinada en silico. Lo anterior
se corrobor6 con el modelaje tridimensional donde se establecié que el inhibidor E-64 puede
acoplarse a la proteina VSP9B10A de manera similar que a la Catepsina B. De estos ensayos
se puede inferir que el inhibidor E-64 bloquea la actividad proteolitica de algun componente
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presente en la superficie del trofozoito y que éste podria ser la proteina VSP9B10A. Asi
mismo se pude sugerir que esa actividad proteolitica altera al complejo de unién apical
formado por F-actina, ocludina y claudina-1, a esta ultima de manera inespecifica, al parecer
consecuencia de la desestabilizacion de las dos primeras. Sin embargo, la relacion directa
entre la proteina VSP9B10A, la actividad proteolitica y el inhibidor debe ser establecida; por
ejemplo, a través de mutaciones sitio-especificas sobre los residuos que estarian formando la
triada catalitica en la proteina VSP y mediante el empleo de otros inhibidores que descarten el
bloqueo de proteasas distintas al tipo cistein-proteasas que puedan ser causantes de los dafios
a las monocapas.

En resumen, el andlisis del efecto de la poblacién de trofozoitos que expresa
constitutivamente la proteina VSP9B10A sobre el complejo de unidn apical sugiere que la
liberacion de esta proteina puede alterar, en parte, la integridad de la barrera epitelial
desestabilizando a las proteinas ocludina, ZO-1 y alterando el cinturén de actina. Sin
embargo, mediante los analisis realizados no se puede definir la secuencia de eventos que
llevan a los cambios detectados en estas proteinas. Varios mecanismos podrian participar uno
seria que la proteina VSP9B10A pueda activar receptores y vias de sefializacion que
desemboquen en la despolimerizacion de actina y esto a su vez en la imposibilidad de
ensamblar el complejo de union apical. Otra posibilidad es que ésta actie directamente sobre
la proteina ocludina evitando el cierre de las uniones estrechas y con ello desestabilizando a
ZO-1 y actina o que active vias que induzcan cambios en la proteina ZO-1 impidiéndole
Ilevar a cabo su funcién de proteina nucleadora. Otro escenario seria el que estos trofozoitos
induzcan procesos en el enterocito que no identificamos en este trabajo y que el resultado
final sea la desestabilizacién del complejo apical que observamos.

Para discernir el o los mecanismos patofisiologicos de los trofozoitos que expresan a la
proteina VSP9B10A se requieren estudios mas detallados que incluyan el uso de la proteina
purificada, asi como el uso de estabilizadores del citoesqueleto de actina como jasplakinolida
(JAS) que permitiria discriminar un efecto directo sobre el citoesqueleto de actina. Otras
estrategias experimentales que podrian ayudar a precisar el mecanismo de accion de la
proteina VSP9B10A son ensayos que muestren las interacciones proteina-proteina. Estas
incluirian técnicas como co-inmunoprecipitacion, ensayos de pull down, crosslinking in vivo,

crosslinking quimico seguido de espectrometria de masas y ensayos de fago display. Estas

133



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M
en C Ariana Cabrera Licona

permitirian discernir las posibles proteinas blanco y vias de sefalizacion activadas por esta
proteina, incluso ensayos de microarreglos o protedmica de los enterocitos para determinar
qué cambios ocurren en los transcritos o las proteinas de estos durante la infeccion con los
trofozoitos VSP.

Con respecto a lo anterior el siguiente paso en este trabajo experimental se dirigio a explorar
uno de los posibles mecanismos de accion de la proteina VSP9B10A; en particular la
hipdtesis de que es un efecto sobre el cinturon de actina el que desencadena los dafios a la
integridad del epitelio intestinal. Cabe sefialar que también se planted el uso de las técnicas de
fago display y Far-western blot para establecer las interacciones proteina-proteina e
identificar a los blancos de la VSP9B10A, pero sus usos fueron limitados ya que durante este
trabajo no se pudo obtener la proteina VSP9B10A recombinante purificada y activa.

Con la finalidad de determinar si el factor desencadenante de la ruptura de la barrera epitelial
es el desensamblaje de la actina apical se optd por analizar la dinamica de polimerizacion de
actina y la via de sefializacion de Rho GTPasas (Harhaj and Antonetti, 2004; Ivanov et al.,
2004). Lo anterior considerando que cuando existe un desequilibrio en la dinamica de
polimerizacion de actina la forma globular se encuentra en mayor proporcién que los
Filamentos y a que la via de sefializacion de las Rho GTPasas es una de las principales
reguladoras del ensamblaje del citoesqueleto de actina (Hopkins et al., 2000). EI componente
de esta via Rho A es un mediador clave en el desarrollo de las fibras de actina y en el re-
arreglo del citoesqueleto mientras que Rho tienen un papel importante en la regulacion de la
estructura del epitelio su funcionalidad y ensamblaje (Bruewer et al., 2004; Hopkins et al.,
2000; Popoff and Geny, 2009; Wojciak-Stothard et al., 2001). Si se presenta un desbalance ya
sea en la activacion o inactivacion de estas proteinas generado por virus, bacterias y paréasitos,
se activa la traduccion sefiales que desembocan en el incremento de la permeabilidad celular,
degradacion de los filamentos de actina y en consecuencia a la perdida de el anillo de unién
perijunctional y a la redistribucion de las proteinas ZO-1 y ocludina que a su vez inducen
cambios en la morfologia celular (Bruewer et al., 2004; Hopkins et al., 2000; Popoff and
Geny, 2009); especificamente la inactivacion de Rho A induce una incremento en la
permeabilidad paracelular después de un corto tiempo (Bruewer et al., 2004; Popoff and
Geny, 2009). En este caso a nivel experimental se buscé determinar si existian cambios en la

polimerizacion de actina solo atribuibles a la presencia de la proteina VSP9B10A mediante el
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uso de Desoxirribonucleasa 1 que se une de manera especifica a la forma globular de actina
(Varol et al., 2012)

Los resultados no mostraron ninguna diferencia entre las monocapas incubadas con las
distintas poblaciones de trofozoitos, ni con las monocapas incubadas sin infectar lo que
sugiere que Giardia no altera directamente la polimerizacion de novo de actina si no que
perturba el correcto ensamblaje del cinturén apical. Por lo anterior se procedié a determinar el
estado de la via de las pequefias GTPasas Rho/Rac/Cdc42 ya que la activacion de esta cascada
lleva a la constriccion de las fibras de actina (Hopkins et al., 2000). El estado de activacion de
cada una de estas proteinas se determiné en las diferentes condiciones de incubacién
encontrandose que todas ellas estaban inactivas sugiriendo que los trofozoitos VSP9B10A no
parece actuar a través de la via de sefializacion Rho/Rac/Cdc42. Considerando lo anterior es
posible que otras enzimas y vias de sefializacion involucradas en la formacion y estabilidad
del cinturdn de actina podrian estar siendo moduladas durante la infeccion con trofozoitos que
expresan constitutivamente a la proteina VSP9B10A. Al respecto algunos estudios muestran
que durante la Giardiasis se encuentra disminuida la actividad de la cinasa de la cadena ligera
de miosina (MLCK) cuya funcion es mantener cerrado el anillo de actina del complejo de
union apical (Hopkins et al., 2000; Wojciak-Stothard et al., 2001) asi como modular el
ensamblaje de los filamentos de la red terminal y del ndcleo de las microvellosidades con el
cinturon de actina (Mooseker, 1985; Peterson and Mooseker, 1992). En este contexto, seria
importante establecer si existe una relacion directa entre la proteina VSP9B10A vy la
alteracion en la actividad de esta cinasa que podria en parte explicar los efectos observados en
las monocapas. Otra via de sefializaciébn que podria estar alterada por los trofozoitos
VSPIB10A es la que involucra a cofilina 1/ADF y a Arp2/3 ya que ésta también participa en
la regulacion de la formacion del anillo perijunctional de actina; aunque en el caso de la
patofisiologia de la Giardiasis no existen reportes de que esta via se encuentre afectadas. Por
otra parte en modelos murinos de Giardiasis se ha demostrado que ocurren cambios en dos
proteinas también reguladoras del citoesqueleto: ezrina y villina (Solaymani-Mohammadi and
Singer, 2013); otra posibilidad seria analizar las proteinas ROCK (p160ROCK/ROKb, ROCK
/ROKa /ROCK Il. ROCK) ya que éstas son la principal via reguladora de la contractilidad del

citoesqueleto a través de la activacion de MLCK y la cadena ligera de miosina (MLC)
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(Bruewer et al., 2004; Bustelo et al., 2007; Hopkins et al., 2003; Popoff and Geny, 2009;
Walsh et al., 2001).

Asimismo durante este trabajo se analizé el estado de los Receptores Activados por Proteasa
(PAR) considerando el papel regulador de estos sobre la barrera epitelial y en que su
activacion por parésitos y bacterias altera la localizacion de F-actina, ZO-1 y ocludina, asi
como la permeabilidad paracelular y la secrecion de cloro del epitelio intestinal (Buresi et al.,
2002; Chin et al., 2008; Enjoji et al., 2014; Flynn and Buret, 2004; Macfarlane et al., 2001;
Ossovskaya and Bunnett, 2004; Schmidlin and Bunnett, 2001; Vergnolle, 2000). Ademas, se
considero que la proteina VSP9B10A por su localizacion en la superficie del trofozoito y por
la actividad proteolitica mostrada podria desenmascarar a estos receptores durante la
interaccion con el enterocito. Se han reportado varios estudios en los que se ha descrito que la
activacion de PAR 1 y 2 en el tracto intestinal induce apoptosis de manera Caspasa 3 y
MLCK dependiente y que este mecanismo coincide con la ruptura de las uniones estrechas y
con algunos factores patofisiologicos descritos para la Giardiasis (Chin et al., 2008).

En nuestro estudio la evaluacion del estado de estos receptores durante la interaccion de los
trofozoitos WB y VSP9B10A.pAC con monocapas de células Caco2/TC7 se analizd a nivel
produccion del transcrito, asi como en la localizacion y cambios en la proteina. Las qRT-PCR
mostraron que existe un incremento de cerca de una unidad en la produccién de PAR-1 y de
cerca de 4 veces en los receptores PAR-2 en aquellas monocapas incubadas con los
trofozoitos VSP9B10A en comparacion los trofozoitos WB, lo que sugiere que la poblacion
de trofozoitos que expresan a la proteina VSP9B10A puede estar activando la expresion de
estos receptores, especificamente los PAR-2; sin embargo es necesario determinar si su
activacién ocurre a tiempos mas cortos, particularmente antes de que se observen los dafios en
la monocapa, para establecer si es la activacion del transcrito y la proteina PAR-2 la
responsable de los cambios en las uniones estrechas y descartar que el incremento en su
expresion sean el resultado de los dafios en las monocapas. Cabe sefialar que la poblacion de
trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A mostro un incremento inferior al inducido
por los trofozoitos que expresan las proteasas Catepsina B-like o 14019 de Giardia,
poblaciones que se utilizaron como control del efecto positivo de proteasas bien
caracterizadas sobre estos receptores. Los receptores PAR se activan por un mecanismo

irreversible que comprende un corte en el extremo amino terminal, que al exponerse sirve
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como un ligando que se une a una region conservada en el segundo loop extracelular del
receptor en cuestion. Debido a esto, los PAR son producidos y reciclados constantemente en
las células que los expresan (Macfarlane et al., 2001; Schmidlin and Bunnett, 2001) ademas
particularmente en el intestino su regulacion es un proceso fino ya que estan expuestos a las
proteasas intestinales y estos pueden ser activados promiscuamente por cistein, serin y
metaloproteasas, aunque con efectos diferenciales (Bohm et al., 1996; Hein et al., 1994;
Macfarlane et al., 2001; Ossovskaya and Bunnett, 2004; Schmidlin and Bunnett, 2001;
Vergnolle, 2000). Algunos autores postulan que parasitos intestinales a los que se les ha
determinado una gran cantidad de proteasas como E. histolytica, C. parvum e incluso Giardia
duodenalis pueden estar actuando al activar a los receptores PAR (Flynn and Buret, 2004).
Sin embargo hasta el momento solo se han identificado a H.pylori como un inductor y a las
proteasas gingipaina R de Porphyromonas gingivalis, las serin proteasas Der p3 y p9 de
Dermatophagoides pteronyssinus y de Blattella germanica (Flynn and Buret, 2004; Sekiguchi
etal., 2012).

En cuanto al andlisis de la localizacidon de estos receptores en las monocapas infectadas se
observaron cambios solo en el receptor PAR-2, particularmente en aquellas incubadas con los
trofozoitos VSP9B10A.pAC, similares a los generados por tripsina y catepsina B-like usadas
como controles positivos. En estos casos se observo un claro patrén de distribucién en la
membrana citoplasmatica y no en las monocapas incubadas con los trofozoitos WB o sin
tratar. La caracterizacion de estos receptores y su activacién indican que cuando son activos
se movilizan desde las cisternas citoplasméticas para relocalizarse en la membrana apical y
basolateral (Chin et al., 2008). Se han reportado que los receptores PAR2 se localizan
predominantemente en los enterocitos de las vellosidades y de las criptas (Vergnolle, 2000).
Los resultados obtenidos sugieren que la poblacion de trofozoitos VSP9B10A activan la
transcripcion de los receptores PAR-1y 2 en los enterocitos pero que este incremento no es
exacerbado debido a las reservas citoplasmaticas y por otra parte que este antigeno induce un
cambio especifico solo en el patron de localizacion de PAR-2 que concuerda con el estado
activado del receptor. Sin embargo, se requieren otros estudios para corroborar que ocurre la
interaccion directa entre la proteina VSP9B10A y los receptores PAR, asi mismo debe
establecerse si el cambio en su distribucion se presenta a tiempos cortos y si es especifica de

la activacion de los receptores PAR y no un cambio debido al dafio celular. Esto considerando
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que cuando se llevo a cabo la inmuno-deteccion de estos receptores en los extractos totales
provenientes de las monocapas en cada condicion de incubacion no se observaron diferencias
atribuibles a las distintas poblaciones de trofozoitos utilizados en los co-cultivos de
trofozoitos y células epiteliales. Para el estudio mas especifico de la activacion de estos
receptores durante la co-incubacion con las diferentes poblaciones de trofozoitos debe
considerarse el tipo de anticuerpos contra los receptores PAR a utilizar ya que existen
anticuerpos que reconocen la forma activa o la inactiva; por lo que la utilizacion de ambos
aportaria mas informacion sobre el estado de estos receptores durante la interaccion. En este
trabajo se utiliz6 un anticuerpo que reconoce el fragmento que va del aminoécido 230 al 328
situado en el loop al que se une el fragmento liberado una vez activado el receptor (Adams et
al., 2012). Esto ultimo permite detectar todas las formas del receptor incluso aquellas no
activas debido a que esta fraccidn siempre se encuentra expuesta; asi mismo puede explicar la
deteccion de bandas de mayor peso molecular que parecen corresponder a diferentes estados
de glicosilacion de los receptores. En cambio, cuando se utiliz6 en la inmunodeteccién un
anticuerpo dirigido contra la fraccion que va del aminodcido 37 al 50, el ligando “atado” que
es liberado al ser activado el receptor por las proteasas, se observd solo un pequefio
incremento en los extractos de monocapas incubadas con los trofozoitos VSP9B10A.pAC que
podria ser la fraccion de receptores que se encuentran en la forma activa. Al respecto existen
referencias que comparan la efectividad, especificidad y selectividad de los anticuerpos
disponibles en el mercado en distintas técnicas como Western-blot, Inmunofluorescencia,
Citometria de Flujo e Inmunohistoquimica y que muestran que los resultados pueden ser
contradictorios. En particular estos trabajos reportan que el anticuerpo SAM-11 pero no H-99
detecta al receptor activado y también sefiala que los anticuerpos N19 y C17 son mas
especificos en la técnica de Western-blot; mientras que H-99 detecta de manera especifica al
receptor PAR-2 activado en inmunohistoquimica (Adams et al., 2012). Si bien esta
informacion podria respaldar los resultados obtenidos, se requiere llevar a cabo ensayos mas
detallados e incluir otros controles para asegurar que no existe una sefial no especifica y se
pueda sugerir que la presencia de la proteina VSP9B10A expresada en la poblacion de
trofozoitos induce la produccién y activacion del receptor PAR-2.

El estudio de la posible activacion de los receptores PAR-2 por la proteina VSP9B10A es

importante ya que podria explicar los efectos observados sobre la integridad del complejo de
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unién apical dentro del contexto de las vias de sefializacién que son encendidas cuando PAR-
2 se activa. Como ejemplos la generacion de InsP3 y la movilizacion de calcio intracelular
son consecuencias de esa activacion (Buresi et al., 2002; Buresi et al., 2001; Chin et al., 2008;
Ishii et al., 1993; Schmidlin and Bunnett, 2001). Otro aspecto importante es que la activacion
de PAR-2 tiene efectos pro-inflamatorios, como la acumulacién de eosinofilos y neutréfilos y
la sobre regulacion de los transcritos de IL-8 y la produccion de TNFa (Vergnolle, 2000).
Durante la infeccién con Giardia no hay una respuesta inflamatoria por lo que seria
importante llevar a cabo el analisis de una posible relacion entre la activacion de PAR-2 y la
produccion del transcrito de IL-8 durante la infeccion con los trofozoitos VSP9B10A.pAC.
En este contexto, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la produccion del
transcrito de IL-8 se incrementa cerca de 30 veces en las monocapas tratadas con los
trofozoitos WB y en las tratadas con las proteasas mientras que en las infectadas con los
trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A éste se incrementa solo cerca de 10 veces en
comparacion con el control de células sin infectar. Lo anterior discrepa del incremento de los
transcritos donde los trofozoitos WB activan casi en la misma proporcion la produccion del
transcrito del receptor PAR que los trofozoitos que expresan la proteina VSP9B10A. Estos
resultados sugieren que son otros mecanismos los que activan la expresion de esta
interleucina ademas del receptor PAR-2. Por lo tanto estos resultado deben ser analizados de
manera independiente ya que se ha reportado que en la Giardiasis esta interleucina se
encuentra disminuida; aunque la induccion de su produccion también parece ser un fenGmeno
cepa dependiente ademas de que se ha mostrado que el trofozoito puede controlar el nivel de
esta interleucina a través de un mecanismo dependiente de Catepsina B (Cotton et al., 2014).
Asi es necesario realizar mas estudios para establecer si la proteina VSP9B10A activa
directamente la produccion de IL-8 asi mismo debe establecerse la respuesta inmune que esta
proteina VVSP activa en el hospedero.

En resumen, los resultados experimentales obtenidos durante este trabajo muestran que la
produccién de la proteina VSP910A es inducida por el contacto de los trofozoitos de Giardia
con el enterocito y que durante esta interaccion la proteina es liberada al medio generando en
parte dafios a la integridad del epitelio intestinal. En particular ésta podria tener un efecto
sobre el complejo de unidn apical deslocalizando a F-actina a las proteinas ZO-1 y Ocludina e
incrementando la permeabilidad de la barrera epitelial, por lo que esta proteina podria ser
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considerada como un factor de virulencia (Figura 57). Sin embargo, los mecanismos por los
que estos cambios ocurren deben investigarse en detalle, para entender como se libera la
proteina VSP910A, cuél seria el blanco inicial de esta proteina, y si la liberacion de ésta la
actividad proteolitica estan ligadas directamente al efecto sobre las proteinas del complejo de
union apical. La purificacion de esta proteina es un aspecto crucial para llevar a cabo la
caracterizacion bioquimica y enzimatica de ésta que permitiria comprender el mecanismo de
esta proteina sobre las células epiteliales. Por otro lado, seria importante analizar la respuesta
inmune que esta proteina genera en el hospedero, asi como determinar los efectos que pueda

tener esta en un modelo experimental de infeccion para Giardiasis.

1) Epitelio Intestinal normal 2) Infeccion con la poblacion de trofozoitos VSP9B10A.pAC 3) 24 horas después de la co-incubacion

3 7

Figura 57. Modelo propuesto sobre el efecto de la infecciébn con trofozoitos que expresan
constitutivamente a la proteina VSP9B10A sobre células del epitelio intestinal.

Cuando las monocapas de células epiteliales se incuban con los trofozoitos que expresan ya sea
constitutivamente, en el caso de los trofozoitos transfectados con el pldsmido VSP9B10A.pAC o
mayoritariamente, en el caso de una poblacién de trofozoitos WB, la proteina VSP9B10A se observa la
perdida de la integridad de la barrera epitelial, el incremento de la permeabilidad paracelular y la
deslocalizacion de las proteinas del complejo de unién apical: F-actina, ZO-1 y ocludina. Estos cambios
pueden relacionarse con la deteccion de la proteina VSP9B10A en los sobrenadantes de interaccion y en
una banda de protedlisis de 75 kDa.

En general en este trabajo se establece que la proteina VSP9B10A parece tener un papel en la
patofisiologia de la Giardiasis, siendo este estudio el primero que se enfoca en el analisis de la
participacién de una proteina Variable de superficie en las primeras fases de la interaccion del
trofozoito con la célula epitelial y en la actividad atipica de una proteina de esta familia de
antigenos. Finalmente, este trabajo aporta nueva informacion acerca de la biologia de este
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parasito y plantea una posible explicacién para los fendmenos de patogenicidad y virulencia
cepa/dependiente reportados para Giardia que puede ser empleados en el desarrollo de

farmacos especificos contra este parasito.

CONCLUSIONES

En este trabajo se evaluo el efecto de poblaciones de trofozoitos de Giardia duodenalis que
expresan homogéneamente a la proteina VSP9B10A durante su interaccion con células

epiteliales.

1. Se determind que los trofozoitos que expresan constitutivamente a la proteina
VSPI9B10A en su superficie inducen dafios en las monocapas de células IEC-6, MDCK
y Caco-2/TC7 durante la interaccion con éstas. Estos dafios también se presentaron
cuando la poblacion de trofozoitos WB empleados en ensayos de co- incubacion
expresaron de manera mayoritaria a la proteina VSP9B10A y no cuando su expresion se
blogued en los trofozoitos.

2. Los niveles de transcrito y de la proteina VSP9B10A se incrementan durante la
interaccién con las células epiteliales y el patrén de distribucion de la proteina cambia
en la superficie de los trofozoitos.

3. Los dafios a las monocapas correspondieron con un incremento en la permeabilidad
paracelular y con la deslocalizacion de las proteinas del complejo de union apical F-
actina, ZO-1 y Ocludina; asi como con la deteccién de la proteina VSP9B10A en
sobrenadantes de interaccion en una banda de proteélisis de 75 kDa en aquellos
provenientes de la interaccion con trofozoitos VSP9B10A positivos.
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PERSPECTIVAS

Durante el presente trabajo se logré establecer que la proteina VSP9B10A parece actuar como
un factor de virulencia en Giardia, pero es necesario llevar a cabo otros estudios para
determinar el mecanismo de accion de esta proteina durante la interaccion con su célula
blanco. Considerando que el trabajo se llevd a cabo con las poblaciones de trofozoitos que
mediante transfeccion expresaron constitutivamente a la proteina VSP9B10A, es necesario
llevar a cabo estudios empleando a la proteina VSP9B10A purificada para establecer una

relacion directa entre la proteina y los dafios observados.

1. Realizar los estudios en cultivos de enterocitos empleando la proteina VSP9B10A
purificada

2. Confirmar el andlisis bioinformatico mediante una caracterizacion bioquimica o
enzimatica ya sea con la proteina purificada o en las poblaciones de trofozoitos que
constitutivamente expresan a la proteina VSP9B10A, empleando ensayos de mutaciones
sitio dirigidas o utilizando un inhibidor especifico de cistein proteasas.

3. Caracterizar con que proteinas o receptores interactia la proteina VSP9B10A para
generar el dafio al epitelio intestinal y los cambios en las proteinas del complejo de
unién apical mediante co-inmunoprecipitacion ligada a Espectrometria de masas,
crosslinking in vivo, o ensayos de fago display.

4.  Determinar la respuesta inmunoldgica que se activa por esta proteina en el hospedero y

asi establecer si esta puede ser Util en la generacion de respuestas protectoras en éste.
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excretory/secretory products have been related to the damage induced by the parasite on enterocytes.
Among these is the Variable Surface Proteins (V5SPs) family involved in antigenic variation and in the
induction of protective response. In proteomic analyses carried out to identify the proteases with high
molecular weight secreted by Giardia trophozoites during the initial phase of interaction with 1EC-6 cell
monolayers we identified the VSP9B10A protein. In silico bioinformatics analyses predicted a central

g:g:;?ﬁi:oden alis region in residues 324—684 displaying the catalytic triad and the substrate binding pocket of cysteine
Variable surface proteins proteases. The analysis of the effect of the VSPIB10A protein on epithelial cell monolayers using tro-
Proteinase phozoites that were transfected with a plasmid carrying the vsp9b10a gene sequence under the control of
Cytotoxicity a constitutive promoter showed that transfected trophozoites expressing the VSPIB10A protein caused
Epithelial cells cytotoxic damages on IEC-6 and MDCK cell monolayers. This was characterized by loss of cell-cell con-

tacts and cell detachment from the substrate while no damage was observed with trophozoites that did
not express the VSP9B10A protein. The same cytotoxic effect was detected when IEC-6 cell monolayers
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were incubated only with supernatants from co-cultures of IEC-6 cell monolayers with VSP9OB10A
transfected trophozoites and this effect was not observed when transfected trophozoites were incubated
with a monospecific polyclonal antibody anti-VSP9B10A previous to interaction with IEC-6 monolayers.
These results demonstrate that the VSP9B10DA protein secreted upon interaction with epithelial cells
caused damage in these cells. Thus this protein might be considered as a conditional virulence factor
candidate. To our knowledge this is the first report on the proteolytic activity from a Giardia VSP opening
new research lines on these proteins.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Giardia is the causative agent of giardiasis, an infection with
cosmopolitan distribution. It has been reported that 200 million
people are infected worldwide and an average of 500,000 new
cases per year are recorded, with prevalence ranging from 20-30%—
100% in some populations and in particularly among children under
5 years (Eckmann, 2003; Halliez and Buret, 2013; Lane and Lloyd,
2002; Yoder et al., 2012). Based on this, giardiasis was included in
the World Health Organization's Neglected Diseases Initiative
(Savioli et al., 2006).

The initial phase of the infection in humans occurs when Giardia
trophozoites colonize the enterocytes of the small intestine,
particularly at duodenum and jejunum without induction of an
exacerbated inflammatory response. Trophozoites attach to the
enterocyte through specialized structures such as the ventral disk
and the ventrolateral ridge (Holberton, 1973; Sousa et al,, 2001).
Once the infection is established, several events occur including
impaired intestinal barrier, apoptosis of enterocytes, activation of
lymphocytes, shortening of brush border microvilli with or without
villous atrophy, disaccharidases deficiencies, small intestinal
malabsorption, anion hypersecretion and increased intestinal
transit rates (Buret, 2007, 2008; Cotton et al, 2011; Chin et al.,
2002; Eckmann and Gillin, 2001; Panaro et al., 2007; Solaymani-
Mohammadi and Singer, 2011; Troeger et al., 2007).

Up to date, it has not been fully established which are the mo-
lecular and biochemical mechanisms that are involved in these
events, or why in some cases the infection can turn into a chronic
stage with recurrent symptoms or the development of an irritable
bowel syndrome exposing the infected individuals to failure to
thrive syndrome and developmental problems (Cotton et al,, 2011;
Halliez and Buret, 2013; Robertson et al., 2010; Wensaas et al.,
2012). In this context trophozoite's virulence factors play a role,
indeed several studies have suggested that adhesion of trophozo-
ites and secretion of parasite products may increase the perme-
ability of the epithelial barrier by altering apical tight junction
complex which includes the F-actin ring belt, Z0-1, claudin-1 and
g-actinin proteins (Buret et al., 2002; Humen et al,, 2011; Maia-
Brigagao et al., 2012; Scott et al,, 2002; Shant et al., 2004; Troeger
et al, 2007). Transcriptomics and proteomics analyses of this
parasite have reported that several metabolic enzymes, proteases,
high cysteine-rich membrane proteins (HCMPs) and Variable Sur-
face Proteins (VSPs) are secreted and modify their gene expression
profiles in response to interaction with epithelial cells (de Carvalho
etal., 2008; Jimenez et al,, 2000; Nash et al., 1991; Palm et al., 2003;
Ringqvist et al,, 2008; Rodriguez-Fuentes et al., 2006). However, the
active role of individual proteins in the pathophysiological mech-
anisms of giardiasis has been addressed only in few cases (Banik
et al,, 2013; Bhargava et al., 2015; Coradi and Guimaraes, 2006;
Cotton et al, 2014; Gorowara et al, 1992; Shant et al, 2002;
Stadelmann et al., 2012, 2013; Touz et al,, 2008). Besides, it has
been suggested that in humans infected with Giardia the

differences in the symptomatic spectrum may be related to
different assemblages (A and B) and differences among strains or
isolates from the same assembly as well (Bermudez-Cruz et al.,
2004; Cevallos et al, 1995; Guimaraes et al, 1999, 2003;
Hernandez-Sanchez et al., 2008; Lebbad et al., 2011; Mohammed
Mahdy et al., 2009; Robertson et al., 2010; Solaymani-Mohammadi
and Singer, 2011; Williamson et al, 2000). These observations
suggest that there are differences among virulence factors
expressed in trophozoites even within a single strain. Therefore, it
is necessary to identify molecules displaying variable expression at
mRNA and protein levels that may help to explain such variations
(Prucca and Lujan, 2009).

Some members of the VSPs family are expressed upon Giardia
interaction with epithelial cells (Emery et al., 2016; Nash et al., 1983,
1991; Nash and Keister, 1985). This parasite has around 230 vsp-
related genes but only 77 proteins have the structural features of
VSPs, namely the cytoplasmic tail CRGKA, a transmembrane
domain of 30 aa, the Zinc finger motifs, a high content of cysteine
(=12%) in tandem repeats of CXXC and two novel motifs recently
characterized (Adam et al., 2010; Gillin et al., 1990; Li et al., 2013;
Nash and Mowatt, 1992). These proteins have been linked to the
evasion of the host immune system due to the changes on surface
proteins repertoire (Prucca and Lujan, 2009). However more recent
in vivo studies have shown that VSPs are able to generate protection
in experimental models of giardiasis (Rivero et al., 2010). Other
studies have shown that VSPs play an important role in trophozo-
ite's adherence to epithelial cells in a strain-specific manner
(Bermudez-Cruz et al., 2004) and in the protection of trophozoites
from proteases found in the intestinal milieu (Nash et al,, 1991).
Also, VSPs might be a relevant factor in the depletion of minerals
and enzyme inactivation mechanisms during infection contributing
to the process of malabsorption (Lujan et al,, 1995; Nash et al., 1991;
Robertson et al., 2010).

Another interesting feature is that VSPs vary in number and
some are assembly-specific (Emery et al., 2014). In a recent study
different motifs in the VSPs protein family were identified at the
highly variable N-terminal region suggesting that some VSPs may
have a different biological function than evasion of the host im-
mune response (Adam et al,, 2010; Emery et al., 2016). In particular,
the role of VSPs during the interaction of trophozoites with the
epithelial cells has not yet been fully characterized, due perhaps to
the transient expression of VSP's. In the present study, we report
the identification of VSP9B10A protein by proteomics as a high
molecular weight proteolytic spot in supernatants obtained during
the initial phase of interaction of WB trophozoites with 1IEC-6
monolayers. Bioinformatics analyses of VSPIB10A protein
revealed that this protein has a central region (aa 324—684) with
predicted folding and proteolytic activity similar to typical cysteine
proteases. In order to obtain a continuous expression of this pro-
tein, trophozoites were transfected with a plasmid carrying the
vsp9b10a gene sequence under the control of a constitutive pro-
moter. The co-cultures of transfected trophozoites with IEC-6 or
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MDCK epithelial cell monolayers showed that trophozoites
constitutively expressing the VSP9B10A protein induced disruption
of cell-cell contacts and detachment from substrate. These effects
were not observed in co-cultures of IEC-6 monolayers with tro-
phozoites that did not express VSP9B10A protein. The presence of
the VSPIB10A protein in the supernatants of cell-parasite interac-
tion experiments was confirmed and when these were tested on
IEC-6 cell monolayers a similar damage was observed. Furthermore,
when transfected trophozoites were incubated with a specific
antibody anti-VSP9B10A previous to the interaction with IEC-6
epithelial cell monolayers no disruption of cell monolayers was
observed. To our knowledge this is the first report of a specific VSP
protein with putative proteolytic activity that may be related to
trophozoites' virulence and may play a role in the pathogenesis of
giardiasis.

2. Materials and methods
2.1. Parasite culture

For all the experiments, Giardia duodenalis trophozoites (WB
strain, Assemblage A, ATCC # 30957) were grown at 37 °Cin 15 mL
conical tubes in Keister modified TYI-5-33 medium containing 10%
bovine serum (Hyclone) with 1% antibiotic/antimycotic mixture
(HyClone). Transfected trophozoites were grown in similar medium
except that puromycin hydrochloride (Sigma-Aldrich) was added to
cultures at 20 pg/mL concentration.

2.2. Epithelial cell cultures

The cell lines IEC-6 (Intestinal Epithelial cells from rat-ATCC)
and MDCK (Madin-Darby canine kidney-ATCC) were maintained
in flat-bottomed, 24-well cell culture plates of 25 cm? (Sigma) with
minimum Dulbecco's-Modified Eagle medium (DMEM, GibcoBRL)
supplemented with 10% fetal bovine serum (HyClone), 1% anti-
biotic/antimycotic mixture (HyClone), 0.1% glutamine and incu-
bated at 37 °C under a 5% CO, atmosphere. The medium was
replaced daily and cell monolayers were treated with trypsin
(Sigma, 1: 250 from porcine pancreas) to maintain the cell cultures
that were not used after 20 passages.

2.3. 2D SDS-PAGE zymograms

To perform 2D SDS-PAGE zymograms 30,000 IEC-6 cells were
seeded in 24-well plates (Corning) and incubated at 37 °C and 5%
CO; until confluence. For interaction assays, 2 x 108 G. duodenalis
trophozoites previously washed three times with cold incomplete
DMEM medium were suspended in 500 pL of serum-free DMEM
per well. Co-cultures were maintained for 2 h at 37 °C and 5% CO;
atmosphere. Then supernatants were collected, centrifuged at
300 x g for 10 min to remove unattached trophozoites and
concentrated at 20X using 10 kDa pore exclusion centricon mem-
branes (Millipore) at 4 °C. For sample loading, 200 pg of proteins
from supernatants were absorbed overnight on 10-cm immobi-
line™ DryStrip pH 3—10 strips (GE Healthcare). Isoelectric focusing
was performed for 8 h on Ettan IPGphor Il horizontal electropho-
resis system (Amersham Pharmacia Biotech), according to the
manufacturer's instructions. Afterwards, strips were equilibrated in
0.1% DTT solution for 15 min and in 0.2% lodoacetamide solution for
another 15 min. The second dimension was performed by SDS-
PAGE in a 10% polyacrylamide gel containing 0.2% copolymerized
gelatin at 4 °C (Ropolo et al., 2005). At the end of electrophoresis,
gels were washed in 2.5% Triton X-100 (30 min, 37 °C) to remove
SDS and then for 32 h at 37 °C with 0.1 M phosphate buffer (pH 4.5)
containing 1 mM dithiothreitol (DTT). The bands of proteolysis

were visualized by staining with 0.1% Coomassie blue in 30%
methanol and 10% acetic acid. PDQuest 2-D analysis software was
used to visualize, evaluate and compare the intensity of proteins in
the secretome. As a control to monitor the contamination of
secreted proteins with components from trophozoite lysates,
duplicate gels per sample were analyzed. The spots were excised
and resolved by 4000 Qtrap analysis and mass spectrum (triple
quadropole) high sensitivity MS (Paz-Maldonado et al, 2013).
Peptide maps were searched against simulated trypsin digests in
the NCBI-nr database using the MASCOT search engine at Matrix
science (http://www.matrixscience.com). No missed cleavages
were allowed and the peptide mass tolerance was set to <0.2 kDa.
Significance of identification was evaluated using the Probability
Based Mowse Score of the Mascot Program. A protein “hit” was
accepted as a valid identification when at least two MS/MS spectra
matched at the 95% level of confidence (p < 0.05).

24. Bioinformatics analysis and protein modeling

The VSP9B10A protein sequence was obtained from the NCBI
database and  GiardiaDB (giardiadb.org/giardiadbf) (ORF
GL50803_101074) to confirm its sequence. Protein structure anal-
ysis was carried out using the tools of Bioinformatics (http://www.
bioinformatics.org), YinOyang (Gupta and Brunak, 2002) and CSS-
Palm (Ren et al., 2008) servers. The NCBI BLAST tools were used
considering the following parameters: expectation value of 10 and
low complexity. Motif analyses were performed using the DOUT-
finder server. Comparative motif analysis was carried out by
structure-based sequence alignment using the editing software
ESPript 3.0 available online (Robert and Gouet, 2014). Prediction of
the three-dimensional protein structure of VSP9B10A protein was
done using the SWISS MODEL (Arnold et al., 2006; Biasini et al.,
2014) and HHPRED (Soding et al., 2005) webservers. The model
obtained was validated by the Ramachandran plot tool contained in
Discovery Studio 4.1 Client software. Aminoacids residues of cata-
Iytic and substrate binding pocket sites were identified with
ScanProsite (http:/[/prosite.expasy.org/scanprosite/) (de Castro
et al, 2006) additional ligand binding sites were searched with
the 3DLigand site webserver (http://www.sbgbio.ic.ac.uk/
3dligandsite/). Visualization and editing of protein structures and
molecular surfaces were done using the UCSF Chimera™ v 1.10.1
software.

2.5. VSPIB10A gene amplification

Genomic DNA was used as template and the vsp9b10a gene was
amplified using the primers 5'-ATGTTTGGCAGTTTTGTTCT-3' (for-
ward) and 5'-GTATCTAAGTCTACGCCTTGC-3' (reverse). PCR reaction
was performed using Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity
(Invitrogen) and cycling program of an initial 3 min denaturation at
94 °C followed by 30 cycles of 94°C-30 5/62°C-30 5/72°C-2 min and
a final 5 min extension step at 72°C-. A single amplicon of 2.2 Kb
was detected by 1% agarose gel electrophoresis. The amplicon was
cloned into the pCR2.1-TOPO vector (Invitrogen) according to
manufacturer's protocol. The insert was sequenced using BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and no
sequence change was detected when the DNA sequence was
compared to that reported.

2.6. Recombinant VSP9BI0A protein production

The vsp9bI10a gene cloned into the pCR2.1-TOPO vector was
released using EcoRV and Not1 enzymes. The fragment was ligated
into the pPROEX-1 vector and this was used to transform BL21 star
E. coli strain. Expression of recombinant VSP910A protein with an
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N-terminal His tag was induced with 0.5 mM IPTG for 16 h at 16 °C
under stirring; a culture with no IPTG was used as control. After
incubation, cells were collected by centrifugation at 4000 x g for
20 min at 4 °C, suspended in lysis buffer (100 mM NaH2P04/10 mM
Tris-HCI/8M Urea pH 8) and incubated for 1 h under shaking at
room temperature. Lysate was clarified by centrifugation at
10,000 x g for 30 min at 4 °C and supernatant was concentrated 10x
using centricon membranes with 10 kDa exclusion cut (Millipore).
The resulting extract was aliquoted and stored at —70 °C. For
analysis, 15 pL of supernatants were loaded in SDS-10% poly-
acrylamide gels under reducing conditions and the gels were run at
120 V for 2 h. Proteins were transferred to a nitrocellulose mem-
brane at 0.3 Amp for 18 h at 4 °C. Membranes were blocked for 2 h
with 5% nonfat dried milk in PBS followed by 3 washes with 0.1%
PBS-T for 5 min and then incubated with 1:4500 dilution of the
anti-6xHis antibody (Sigma-Aldrich) in PBS for 2 h at room tem-
perature. After 3 washes with TBS-T 0.1% for 5 min each, mem-
branes were incubated for 1 h with anti-mouse IgG coupled to HRP
as secondary antibody (GE-Healthcare) at 1:10,000 dilution in PBS.
The reaction was developed with ECL Plus Lightning® Western kit
(Perkin Elmer Inc.) and images were captured with a photo-
document equipment UVP High Performance Ultraviolet Trans-
illuminator fitted with the software Launch DocltLS.

2.7. Production of mono-specific polyclonal antibodies against
VSPB10A protein

VSPB10A recombinant protein was purified using Ni-NTA puri-
fication system (Invitrogen). The purified protein was analyzed by
SDS- PAGE in a 10% gel; the band of 73 kDa was cut off the gel,
extracted, diluted in sterile PBS and neutralized with sterile 0.1M
NaOH solution. BALB/c mice were injected intraperitoneally with
6 pg of protein. Before immunization of animals, pre-immune
serum was obtained from mice (day zero) then three immuniza-
tions were given at 7-day intervals followed by full bleeding of
animals. Serum samples were obtained and adsorbed with a sus-
pension of BL21 star E. coli in PBS and incubated for 90 min at room
temperature. The adsorbed serum samples were recovered by
centrifugation at 10,000 x g for 15 min, aliquoted and frozen
at —20 °C. Antibody specificity was determined by Western blot
analysis using total extracts of Giardia and VSP9B10A recombinant
protein as control. Pre-immune serum was used at a 1:100 dilution
in PBS and the immune serum was tested using 1:100, 1:500 and
1:1000 dilutions in PBS, incubations were carried out at 4 °C
overnight. Then three washes with 0.1% TBS-T for 5 min were
performed and membranes were incubated for 1 h with anti-
mouse HRP secondary antibody (GE-Healthcare) 1:10,000 in PBS.
The reaction was developed with ECL Plus Lightning™ Western kit
(Perkin Elmer Inc.) and images were captured as previously
described.

2.8. Transfection of giardia WB trophozoites

Genomic DNA of WB trophozoites was extracted to amplify the
vsp9b10a gene (Giardia DB accession number GL50803_101074) by
PCR using the VSPIB10A primers forward 5-GGGGGA-
TATCATGTTTGGCAGTTTTGTTCTCG-3' and reverse 5'-
GCGGCCGCGCCTTGCCTCTGCACATAAACC-3' that contain restric-
tion sites for EcoRV and Not1 restriction enzymes for further liga-
tion into the specific expression vector of Giardia pAC (Kindly
donated by Dr. Staffan Svdrd, Uppsala University, Sweden)
(Jerlstrom-Hultqvist et al., 2012). The PCR reaction was performed
as described above. An amplicon of 2200 bp was detected by
electrophoresis in 1% agarose gel. The ligation reaction was per-
formed at 3:1 ratio by incubating the purified amplicon for 16 h at

14 °C with 1 unit of the T4-DNA ligase kit (Invitrogen). The product
of ligation reaction was used to transform E. coli DH52 strain which
were plated in Petri dishes with selection medium (LBfampicillin).
Colonies that incorporated the plasmid were screened by colony
PCR and restriction. Plasmids were sequenced using BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
following the amplification protocol of an initial 5 min denatur-
ation at 95 °C followed by 35 cycles of 95°C-1 min/58°C-1 min/
72°C-2 min and a final 7 min extension step at 72 °C, confirming
that there was no change in sequence. Then, transfection of WB
trophozoites was performed using 50 pg of plasmid or the empty
vector and 10 x 108 trophozoites and the Gene Pulser XCell elec-
troporator (Bio Rad) according to the protocol reported by Yee and
Singer (Singer et al., 1998; Yee and Nash, 1995). Eighteen hours after
transfection, puromycin hydrochloride (Sigma-Aldrich) was added
to cultures at 20 pg/mL concentration. Also, WB trophozoites were
transfected with mock control.

2.9. Analysis of VSPIB10A expression by RT-PCR

RNA extraction from 10 x 105 VSPOB10A.pAC transfected and
non-transfected WB trophozoites was performed following TRIzol
protocol (Life Technologies). RNA was quantified and its integrity
was evaluated by electrophoresis in 1.2% agarose gel. The RNA
samples were treated with DNasel Amplification Grade (Life
Technologies) for 30 min at 37 °C. RNA (5 pg) was used in cDNA
synthesis with oligo (dT) oligonucleotides and SuperScript Il RNase
H- Kit Reverse Transcriptase (Invitrogen). cDNA was quantified and
1 pg was used in PCR reactions with the VSP9B10A primers: for-
ward 5'-GGGGGATATCATGTITGGCAGTTTTGTTCTCG-3' and reverse
5'-GCGGCCGCGCCTTGCCTCTGCACATAAACC-3". PCR reaction was
performed as described above. The amplicon of 2200 bp was
detected by electrophoresis in 1% agarose gel. Amplification of actin
transcript from Giardia was used as housekeeping gene control.
RNA from VSP9B10A transfected trophozoites without RT was used
as negative control.

2.10. Analysis of VSPIB10A expression by Western blot

Protein total extracts of 10 x 10° either non transfected or
VSPIB10A.pAC transfected trophozoites were obtained by soni-
cation of the parasite pellet previously suspended in 500 pL of 1.5%
Triton X-100 in PBS. Protein concentration was determined using
Pierce®BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) and the absor-
bance was measured at 562 nm in a microplate reader (BioRad).
Then 30 g of protein samples were separated by SDS-PAGE in 12%
polyacrylamide gels under denaturing conditions. Gels were
transferred to PVDF membranes for 1.5 h at 300 mAmp in cold. The
membranes were blocked with 5% nonfat dried milk for 1 h at room
temperature under constant stirring. Then three washes with TBS-T
0.1% were performed and membranes were incubated with mouse
monoclonal antibody a-FLAG®M2 (Sigma) at a 1:500 dilution in 5%
nonfat dried milk{TBS—T 0.1% overnight at 4 °C. To remove antibody
excess the membranes were washed three times and incubated for
1 h at room temperature and constant stirring with 1:10000 dilu-
tion of anti-mouse IgG coupled to HRP diluted in TBS-T as sec-
ondary antibody (GE-Healthcare). The reaction was developed with
ECLPlus Lightning® Western kit (Perkin Elmer Inc.) and images
captured as mentioned before.

2.11. Analysis of VSPOB10A expression by immunofluorescence
Trophozoites (WB strain or transfected with the VSP9B10A.pAC

plasmid) were harvested and washed 3 times with cold PBS. Then
10 x 108 trophozoites were fixed with 4% paraformaldehyde for
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15 min, washed 3 times with PBS and centrifuged at 6000 x g; then
blocked with 1% BSA in PBS for 30 min at room temperature and
washed 3 times. The cell pellet was further incubated overnight
with mono-specific polyclonal anti-VSP9B10A antibody at 1:500
dilution in PBS, washed three times and incubated for 1 h in
darkness with anti-mouse IgG coupled to FITC (GE-Healthcare) at
1:250 dilution in PBS.

2.12. Interaction assays with epithelial cell monolayers

In these assays 30,000 IEC-6 or MDCK cells were seeded into 24-
well plates (Corning) and incubated at 37 °C and 5% CO, atmo-
sphere until confluence. The cell monolayers were co-cultured with
1 x 10° WB trophozoites or with trophozoites transfected with
either the VSP9B10A.pAC or the pAC empty vector (Jerlstrom-
Hultqvist et al,, 2012) suspended in 500 pl of serum free DMEM
per well. Previously to the assays IEC-6 monolayers and the para-
sites were washed 3 times with warm serum free DMEM medium.
Interaction was carried out for 2 h at 37 °C under 5% CO, atmo-
sphere (Rodriguez-Fuentes et al., 2006). In the interaction assays
with MDCK cells, the monolayers were incubated for 18 h with
5 x 10° trophozoites each of the three parasite types. After the
incubation period, supernatants of each interaction condition were
centrifuged at 250 x g for 10 min to remove unattached tropho-
zoites and these were concentrated using centricon filters with
10 kDa pore exclusion membranes (Millipore). Samples were ali-
quoted and stored at —70 °C for further SDS-PAGE analyses. The
epithelial cell monolayers were washed three times with sterile PBS
and fixed with 4% PFA for analysis by phase contrast with Axioskop
40 ZEISS microscope and micrographs were obtained with Axio-
Vision Rel 4.8 software.

2.13. Adhesion inhibition assay

The effect of mono-specific polyclonal antibodies anti-
VSPIB10A in the interaction between trophozoites constitutively
expressing the VSP9B10A protein and IEC-6 monolayer was
examined using an in vitro adhesion assay previously described
(Bermudez-Cruz et al, 2004). In this, 1 x 10° VSP9B10A.pAC
transfected trophozoites were incubated with a 1:100 dilution of
polyclonal anti-VSP9B10A antibodies in serum free DMEM medium
at room temperature for 30 min or with medium without anti-
bodies. Then, trophozoites were washed three times in serum free
DMEM and added to confluent IEC-6 cell monolayers. Co-cultures
were incubated for 2 h at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. The
epithelial cell monolayers were washed three times with sterile PBS
and fixed with 4% PFA for analysis by phase contrast microscopy
using the Axioskop 40 ZEISS microscope. Micrographs were oh-
tained with AxioVision Rel 4.8 software.

2.14. Identification of VSPIB10A in supernatants of interaction by
zymogram and Western blot analyses

SDS-PAGE was performed in 10% polyacrylamide gels co-
polymerized with 0.2% gelatin (Sigma), 30 pL of each concen-
trated supernatant under non-reducing native conditions were
loaded per lane and proteins were separated at 100 V for 2 h. Equal
protein loading was verified in replicate gels stained with Coo-
massie blue (BioRad). The gels were further incubated in a solution
of Triton X-100 2.5% (v/v) in water for 1 h and washed three times
with distilled water. To determine the presence of bands with
proteolytic activity the gels were incubated in acetate buffer pH 5.5
with 1 mM DTT for 16 h at 37 °C under constant agitation and
washed three times with distilled water to remove the activation
buffer. Then gels were stained with Coomassie blue (BioRad) for

2 h at 37° C with constant stirring. Finally, gels were washed with
distilled water to remove excess dye and incubated with a solution
of 5% acetic acid{40% methanol (v{v) (Ropolo et al., 2005). Gel im-
ages were documented with UVP High Performance Ultraviolet
Transilluminator and software Launch DocltLS. The same samples
were analyzed by SDS-PAGE in a 10% gel under reducing conditions
and transferred to nitrocellulose membranes, which were blocked
with 5% nonfat dried milk and incubated with mouse monospecific
polyclonal anti-VSP9B10A antibody a 1:500 dilution overnight at
4 °C. Then the analysis was carried out as previously described.

3. Results

3.1. The VSPIB10A protein present in the secretome of co-cultures of
G. duedenalis with [EC-6 cell monolayers displays proteolytic
activity

In order to detect and characterize proteases, specifically those
at the high molecular weight range that may be released during
in vitro interaction of Giardia with IEC-6 cell monolayers, as an
initial approach these were co-cultured for 2 h with a normal WB
strain trophozoites routinely used in the laboratory which does not
present any different physical behavior from that reported by
others or in the expression of this particular VSP. Then the super-
natants (secretome) were recovered and proteolytic activity anal-
ysis was carried out by 2D SDS-PAGE zymograms. Three well-
defined spots present only in the zymograms of supernatants
from the interaction were selected for analysis by mass spectrom-
etry -MALDI/TOE. The variable surface protein VSPIB10A (gb |
AAG16629.1 |) from G.duodenalis trophozoites was identified on
proteolysis spots 1 and 2 (Fig. 1). In the first spot, peptides had a
coverage of 2% and an identity value of 39% whereas in the second
spot there were 8 peptides covering 10% of the sequence and an
identity value of 62% (Supplementary Fig. $1), on the third spot a
hypothetical protein GPL_291_83292_81589 was identified with a
sequence covering of 13%. No other proteins were identified in
these particular spots. Based on these results we initially focused
our study on the characterization of the VSP9B10A protein since
this is the first report of a G.duodenalis VSP displaying proteolytic
activity during the adhesion of Giardia trophozoites to epithelial
cells and also we analyzed the effect of this protein on epithelial cell
monolayers.

3.2. The sequence of VSPIBI0A has protease-like domains and the
region spanning aminoacids 326—684 structurally matches those of
typical cysteine proteases

In silico bioinformatics analyses were carried out to identify
possible motifs in the VSPIB10A responsible for the proteolytic
activity. An initial analysis showed that the 739 aa protein has a
theoretical molecular weight of 76.77 kDa and an isoelectric point
of 5.08 (http://www.bioinformatics.org). Interestingly, the experi-
mental weight obtained of 82 kDa determined by the 2D SDS-PAGE
analysis of secretomes suggest that this protein undergoes post-
translational modifications which may also explain why it was
found in two spots in the 2D analysis. The potential glycosylation
sites in this protein as determined by using the YinOYang 1.2 server
revealed 9 putative sites of O-glycosylation at positions 111, 171,
236, 264, 369, 380, 637, 661 and 663, and six putative palmitoyla-
tion sites, one of the typical posttranslational modifications that
VSPs have, at positions 367, 471, 628, 680, 730 and 735 as predicted
by server CS5-Palm v4.0. Of note, the predicted palmitoylation site
at residue 735 corresponds to the cysteine in the typical cyto-
plasmic tail CRGKA. The sequence NKSGLS, a signal associated to
cut and release of these proteins into the environment was found
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Fig. 1. Identification of VSPIB10A protein with proteolytic activity in supernatants from interaction between Giardia duodenalis trophozoites and IEC-6 monolayers. Supernatants
from 2 h interaction of WB Giardia trophozoites with IEC6 monolayers were collected and analyzed by 2D SDS-PAGE zymograms to identify secreted proteases with high molecular
weight. Panel A: Coomassie Blue stained gel showing the pattern of proteolytic spots; bottom panel shows an amplification of the degradation spots (1 and 2) corresponding to
VSPIB10A protein identified by MALDITOF and MASCOT. Panel B: Gel showing the pattern of all proteins detected in the supernatant from the interaction. Lower panel shows and
amplification of the localizations of the spots 1 and 2 where VSPIB10A was identified. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)

with the SigCleave server (Supplementary Fig. S2).

The primary sequence of this protein was analyzed using the
search tool of NCBI BLASTp. Homology was found with proteases
such as proprotein convertase subtilisin/kexin-type 5 (accession no.
gb|EDM12978.1|) with 45% identity, a putative cysteine-rich surface
protein from Entamoeba histolytica (emb|CAC34072.1) with 41%
identity and also with a leishmanolysin family protein from Tetra-
hymena thermophila (XP_001012746.1) with 37% identity. However
all of these searches shed low expectation (E) values
(Supplementary Fig. $3). The analysis carried out using the DOUT-
finder server showed that VSP9B10A protein displays a significant
alignement with peptidase C1, a papin family of cysteine protease
(gnl/CDD/25402 pfam00112) with 26% identity (data not shown).
The HHpred server showed that this protein shared high similarity
to the protein leishmanolysin-like peptidase (PTHR10942) with a E-
value of 5.5E-40 and equally high identity (27%) and similarity
(0.691) (Supplementary Fig. S4), also both servers sowed that the
VSPO9B10A protein has significantly hitting domains including FU
(Furin-like repeats), VWC (von Willebrand factor type C domain).
Finally, an alignment of the VSP sequence with leishmanolysin and
cysteine protease 1 of Giardia did not show active sites residues
H264, E265, H268, H334, M345 or the characteristic HEXXH motif
of these metalloproteinases (Elias et al, 2006) (Supplementary
Fig. 55) despite the high similarity between VSP and leishmanoly-
sin; while the alignment among VSP9B10A protein, the typical
cysteine protease 1 of Giardia (CP1, gb | AAB58258.1) and the hu-
man cathepsin B (HsCatB, gi | 24158605, pdb ID: 1GMY) sequences
using ESPript program revealed a region of high homology between
the VSPOB10A protein and these proteases spanning residues 327 to
607 of VSPIB10A (Fig. 2). Also the ClustalW alignment program
showed that the percentage of homology between HsCatB and
VSP9B10A protein is 11% and 5% between CP1 and VSP9B10A. In
contrast, the tertiary structure analysis showed a 280 aa region in
the VSP9B10A with the conserved cysteines typically found in other
giardial cysteine proteases namely at positions 15, 49 and 99, also

the glycine and glutamic acid residues at positions 77 and 249
respectively in addition to the glycine (Fig. 2). All these residues
may complement the substrate binding pocket S2 in VSPOB10A
sequence (DuBois et al, 2006). Regarding the catalytic triad of
cysteine proteases, the following residues were found in VSP9B10A:
cysteine at position 30, histidine at position 80 and asparagine at
position 201. These positions are somewhat similar to those in the
HsCatB catalytic triad: cysteine at 30, histidine at 200 and aspara-
gine at 220 (Fig. 2).

To determine whether other VSP proteins have the structural
characteristics of the VPIB10A protein, an analysis revealed six
proteins closely related to the VSPIB10A (Supplementary Fig. S6)
and that all had the catalytic triad and binding pocket S2 residues.
Nevertheless only the protein sequence referred as VSP8 in Giar-
diaDB retains almost all the features of a cysteine protease although
an Asparagine residue from catalytic triad was identified instead of
a Histidine residue (Supplementary Fig. S6).

Finally, a homology-based protein model was obtained using
HsCatB (PDB: 1GMY) as template to obtain the tridimensional
structure of the cysteine protease-like region in the region
326-684 aa of VSPIB10A. The model obtained (Fig. 3A) shared
99.2% of structural homology with HsCatB (Fig. 3C) and a Root Mean
Square Deviation (RMSD) index of 0.38 A over a span of 253 resi-
dues aligned. The VSPIB10A model was validated by Ramachan-
dran plots that predicts secondary structures from dihedral angles
(¢ and ¢) of individual aminoacids and displays distributions of
residues in “favored regions” (contoured in blue line), “additionally
allowed regions” (contoured in pink line) and the external
“generously allowed” and “not allowed” regions as stated by the
ProCheck platform. In general, up to 96.45% of residues (245 out of
254) had a satisfactory conformation within the protein structure
predicted, conforming a good quality of the model obtained
(Fig. 3B) (Mort and Buttle, 1997).

When giardial and human counterparts were compared, the five
S2 residues were spatially similar although the residues of the

172



Andlisis del efecto de la proteina de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interaccion con células epiteliales | M

A

gi|24158605 | pdb | 1GMY |A
gi|1763659 |gb|AAB58258.1|
gi|10445211]gb| ARG16629.1|

gi|24158605| pdb| 1GMY|A
gi |24158605 | pdb | 1GMY |A

gi|1763659 |gb|AAB58258.1|
gi|10445211|gb|ARGL6629.1]

gi| 24158605 pdb| 1GMY| A
gi |24158605 | pdb | 1GMY |A

gi|1763659 |gb|AAB58258.1|
gi|10445211|gb|ARGL6629.1|

gi|24158605) pdb| 1GMY|A
gi 24158605 | pdb | 1GMY |A

gi |1763659 |gb|AAB58258 .1
gi|10445211|gb| AAG16629.1]

gi|24158605|pdb|1GMY|A

gi|24158605 | pdb | 1GMY |A
gi |1763659 |gb|AAB58258.1|
gi|10445211|gb|AAG16629.1|

gi|24158605|pdb| 1GMY|A
gi|24158605|pdb|1GMY |A

gi|1763659 |gb|AAB58258.1|
gi |10445211]gb| ARG16629.1]

gi|24158605|pdb| 1GMY|A

gi|24158605|pdb | 1GMY |A
gi|1763659 |gb|AAB58258 .1
gi|10445211|gb|ARG16629.1|

gi|24158605| pdb| 1GMY|A

en C Ariana Cabrera Licona

A, Cabrera-Licona et al. { Experimental Parasitology 179 (2017) 49—64 55

1« ]
-0000

PT]
) .HPKRI‘!NVT!.D!I‘RSHLIRPDRLRARSGSLPPISITE‘.’QEL\'B Pl &g « « FKIP,
PKTCKTCAEGTSDGCATCEKGADGAVACKTCGNOKKVOPNKKGCVENC] EC|

E

m

WAFG| }'.i3 asasssasan s TNRH PR

rsc%.........ﬁﬁcm a

SE PKITSKEVCTECED PKALTPTGOMIYGCEH TSEG
%) w2 w

L0000 o000 o200 0000000000

‘9 79 .? 90 100 120

DLLTHCGSMCGDGCNGEY PNE ARNEHTRKGL[TSGGLYESHVGCRPYST 99 m-l GSRPPCTEEGDPK

HLI « « LENFGCDG| PTHSFLTFTGA) sasssasEnEnas s wnese s YIHTVASP

AC VENCLLCNEN TCKDGYYKKET]| AKCDTSCKTCRHGBPHG KKALSYE[HEGN T

%&ééik&iéééiiéééiéég

oS BZ ob p3 r|4
130 140 150 uo
C YSPTYKQDKHYGY NSEK. RHG PV AFSVY
DDESPIQLYKAHGYGQ sasaas e AGGPLOTMIVVY
C TNNCEKCELTVDG YC CKDANDFPONGVCSA CTTKGIGVCDKC]
B ps o
- , e T
190 * 200 210 220

VYQHNITG . EMMGGHNIRTLIGHG . VENGITIP YW
VYKHTYGTINLGFHALEI YGTTDDG T DYWI|IKE]. o « e e e v v e svensrarsnsssssssananmennns
GCYE[MTKFPGKSVCEEAASAGDTCOVERPGYH DLVTCSAGCKTCTSNTVCTECHDGYAKTDNKCTK

Glu 245
o S ¢ ps
-
230 2‘0 .’90 2‘0
neasaana s GDN[d ILRGQDH aa IETDOYHEKI................
G PMGE N £ T VRGYNELR - r. YL
CATGEATEAGERSNCEITE S THY LK KN ACYS T ESHEDKTIERVANGARC AP PLRRRGSVLETLVASGER

VSP9B10A 739aa

Cut signal Membrane Cytoplasm

-C

Extracellular space
N-
aa 326

Homology area

aa 684

Fig 2. Alignment of the secondary structure of canonical cysteine proteases and VSP9B10A protein. (A) A bioinformatics analysis to determine homology regions among cysteine
proteases was performed by structure-based sequence alignment analysis, comparing the secondary structures of human cathepsin B (gi|24158605|pdb| 1GMY|A), the cysteine
protease 1 of Giardia (gi|17636591|gb|AAB58258.1) and VSPOB10A protein (gi|10445211|gb|AAG16629.1]) using the alignment program ESPript 2.2. In the alignment, conserved
cysteines typical of cysteine proteases of Giardia at 14, 30, 43 and 100 positions are shown (blue arrows); also glycine residue in the catalytic site at position 198 (green arrow) and
glutamic acid in the 245 position (green arrow) were determined but the histidine residue was not found in this analysis. Conserved residues are shown in red boxes while semi-
conserved residues are in white boxes; green numbers indicate the disulfide bridges. (B) Scheme showing the area in the VSPIB10A spanning amino acids 326 and 684 at the N-
terminal where homology with cysteine proteases was found. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this

article.)
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Fig. 3. Protein modeling of the predicted catalytic zone in VSP9B10A protein. The zone of homology of VSP9B10A (positions 326—684), with human cathepsin B (PDB ID: 1GMY)
were modelled using the Swiss-model server and visualized with UCSF-Chimera. The proposed residues corresponding to the catalytic triad in VSP9B10A (A) and the canonical
residues in human cathepsin B (C) are displayed in cyan. The model in (A) was validated by the Ramachandran plot (B) in which amino acids in favored and allowed regions are
displayed as green dots and residues in not allowed regions are displayed as red dots. Residues for substrate binding pocket (S2) are exhibited in magenta and residues of calcium
binding sites are displayed in orange. The corresponding molecular surfaces are shown in (D) and (E) in which the surface-exposing residues from catalytic triad and substrate

binding pocket (S2) zones are shown in cyan and magenta, respectively. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version

of this article.)

catalytic triad are differentially oriented due to the displaced po-
sition of H80 in VSP9B10A (H200 in HsCatB), with respect to the
C30 present in both models. Interestingly two calcium-binding
sites were identified at similar positions in VSP9B10A (G228 and
R231) and HsCatB (B227 and F230). When a topological comparison
was performed between the surfaces exposed by the S2 pocket and
catalytic cleft residues, a striking similarity between the surface
pattern of the triad C30-N201-G77 in VSP9B10A (Fig. 3D) and its
counterpart triad C30-H200-G199 in HsCatB (Fig. 3E) was observed.
In both proteins the residues E249 (VSP9B10A) and E245 (HsCatB)
are protruding at the near vicinity of corresponding glycines resi-
dues (G77 in VSP9B10A and G199 in HsCatB). All together, these
observations predict the presence of a cysteine protease-like ac-
tivity in the central region from aminoacids 326 to 684 in the
VSP9B10A.

3.3. Constitutive expression of VSP9B10A in G. duodenalis
trophozoites by transfection

As a first strategy to analyze the role of VSP9B10A protein in the
interaction of Giardia with epithelial cell monolayers, we obtained
the recombinant protein and antibodies against it. For this the
vsp9b10a gene was cloned into the bacterial expression vector
PPROEX to obtain the recombinant protein with a 6xHis tag. Once
the recombinant protein was obtained, BALB/c mice were immu-
nized with the protein to obtain specific polyclonal antibodies that
were used later to analyze its expression in trophozoites during

interaction with epithelial cell. Western blot assay confirmed that
the antibodies specifically recognized the recombinant VSP9B10A
protein in total extracts of trophozoites and supernatants of inter-
action (Supplementary Fig. S7). However, in zymograms we note
that the bacterial recombinant protein did not exhibit proteolytic
activity (data not shown) perhaps because the bacterial system
cannot perform the post-transcriptional modifications or folding
necessary to be functional, for example the disulfide bridges that
could confer to the protein the folding needed to form the catalytic
site detected in silico in the central part of this N-terminal (Guo
et al,, 2015; Rosano and Ceccarelli, 2014).

On the basis of these structural facts and the mechanism of
antigenic variation under which the expression of this VSP is
regulated, we carried out the transfection of G.duodenalis tropho-
zoites, with the vsp9b10a gene sequence (GL50803_101074) that
was cloned in a specific expression vector for this parasite (pAC)
which is under the control of the constitutive ornithine carbamoyl
transferase (OCT) gene promoter (Jerlstrom-Hultqvist et al., 2012;
Singer et al., 1998; Yee and Nash, 1995) to obtain populations of
trophozoites that constitutively expressed the VSP9B10A protein
tagged with a FLAG (DYKDDDDK) on the cytoplasmic tail at the C-
terminus. Transfected trophozoites were selected with puromycin
hydrochloride and characterized by RT-PCR, Western blot assays
were carried out with monoclonal antibody anti-FLAG to corrobo-
rate the expression of the recombinant protein (Fig. 4).

While RT-PCR assays showed that the population transfected
with VSPI9B10A.pAC plasmid did express the vsp9bal0 transcript
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Fig. 4. Characterization of Giardia duodenalis trophozoites transfected with VSP9B10A.pAC plasmid. (A) Analysis of transcript expression of VSP9B10A gene by RT-PCR; lane 1:
negative control RNA from VSPIB10A transfected trophozoites without RT, and lane 2: positive control VSP9B10A.pAC plasmid; lane 3: RT-PCR reaction with RNA from WB tro-
phozoites, lane 4: RNA from VSP9B10A.pAC transfected trophozoites and lane 5: reaction with RNA from trophozoites transfected with the empty vector pAC. A single amplicon of
2200 bp was detected only in trophozoites transfected with VSP910A.pAC and in the positive control. In the lower panel actin was used as loading control. (B) Analysis of the
VSP9B10A protein expression in transfected trophozoites. Top panel shows a schematic representation of VSP9B10A recombinant protein where the location of the Flag tag is shown
in the carboxy terminus (green) as well as the cleavage signal and the cytoplasmic tail characteristic of the VSPs. Also, the theoretical molecular weight of 81.53 kDa and the weight
of the N-terminal region that is released (72.96 kDa) are indicated. Bottom panel shows Western blot results using the monoclonal antibody «-FLAG® for recombinant protein
detection; lane 1: negative control (COS), lane 2: positive control (COS.PFB), lane 3: total protein extracts of WB trophozoites, lane 4: total protein extracts from VSP9B10A.pAC
transfected trophozoites and line 5: total protein extracts from trophozoites transfected with the empty vector. A band with a molecular weight of 83 kDa was only identified in total
extracts of VSPIB10A.pAC transfected trophozoites, indicated by an arrow. (C) Immunofluorescence micrographs of assay using the monospecific anti-VSPIB10A antibody to
determine the expression of the recombinant protein in the trophozoites surface; upper panels show the reactivity in VSP9B10A.pAC transfected trophozoites (left) and the bright
field (right). Bottom panels shows the reactivity in non-transfected trophozoites WB (left) and the bright field (right). (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

(2200 nt), it was not detected in non-transfected control tropho-  the anti-Flag antibody in total proteins extracts of transfected tro-
zoites (Fig. 4A). An immunoreactive band of 83 kDa (corresponding ~ phozoites and not in those from not-transfected trophozoites
to recombinant protein weight) was detected by Western blot using ~ (Fig. 4B) Further the cytolocalization of this protein in the
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trophozoites was determined by indirect immunofluorescence us-
ing the monospecific polyclonal antibody anti-VSP that recognized
the N-terminus. The population of transfected trophozoites showed
the characteristic expression pattern covering the whole surface
and flagella of trophozoites and a higher number of reactive cells as
compared to the non-transfected trophozoites(Fig. 4C), since this
antibody recognizes native and recombinant proteins. It should be
noted that the anti-Flag antibody was no used in immunofluores-
cence assay because it required permeabilization of trophozoites
and we observed that this step compromised their normal
morphology; in addition we did not label the protein at the N-
terminus because this could interfere in the correct protein folding.

These assays were carried out routinely to verify the constitutive
protein expression in VSP9B10A.pAC transfected trophozoites and
specifically before starting interaction assays to confirm that the
population was FLAG (+)/VSP9B10A (+). Of note, the VSP9B10A-
transfected trophozoites retained their normal morphology
although their growth was slower than the one observed in WB
trophozoites (data not shown).

3.4. Effect of trophozoites constitutively expressing the VSP9B10A
protein on IEC-6 and MDCK monolayers

Trophozoites constitutively expressing the protein VSP9B10A
were co-cultured with IEC-6 monolayers to determine if they
induce any change that might suggest a pathogenicity factor ac-
tivity associated particularly to the putative proteolytic activity
identified in the VSP9B10A protein. As control, IEC-6 monolayers
were cultured alone or with WB trophozoites or with trophozoites
transfected with the empty vector (control of transfection). All
cultures were analyzed by optical microscopy. As shown in the
micrographs of these assays normal hexagonally-shaped
morphology of the cells in the monolayer incubated with serum
free medium can be seen (Fig. 5A). When [EC-6 cells were incubated
with WB trophozoites or trophozoites that were transfected with
the empty vector pAC no effects on the cell morphology were
observed during the time in which the assays were performed
(Fig. 5B and C). In contrast, monolayers incubated with trophozoites
constitutively expressing the protein VSP9B10A displayed a loss of

Fig. 5. Effect of trophozoites expressing the VSP9B10A protein on IEC-6 monolayers. IEC6 monolayers were co-cultured with different trophozoites populations to determine the

effect of the population of trophozoites constitutively expressing VSP9B10A protein on their integrity. (A) Micrograph of 1IEC-6 cell

with no

phozoites added, con-

tinuity on the cell monolayer and cell-cell contact are observed. (B) A similar pattern was seen in the cell monolayers co-incubated with WB trophozoites or trophozoites transfected
with the empty vector (C). In micrographs of monolayers incubated with trophozoites expressing the VSPSB10A protein, a loss of cell monolayer continuity and cell-cell contacts can
be observed (D); arrows indicate the empty areas on the monolayers. When transfected trophozoites were incubated with the polyclonal anti-VSP9B10A antibody previous to the
interaction with the IEC-6 cell monolayers no damage was observed (E) while monolayers incubated with non-treated trophozoites constitutively expressing VSP9B10A protein

showed a loss of cell monolayer continuity and cell-cell contacts (F).
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monolayer continuity with cells detached from each other and from
the substrate, besides changes on the normal morphology were
evident as these exhibited an elongated morphology in contrast
with its typical pear-shaped morphology (Fig. 5D). Also when the
VSP9B10A.pAC transfected trophozoites were incubated with the
polyclonal antibody anti VSP9B10A previous to the co-culture as-
says, these damages were not observed (Fig. 5E) while the co-
cultures with trophozoites with not antibody treatment showed,
as expected, damage in the epithelial cells (Fig. 5F).

To determine if the VSPIB10A protein was released during the
interaction the supernatants of the different co-cultures were
collected and their proteolytic profiles were analyzed by zymo-
grams. The results showed that a band of 76 kDa was observed only
in supernatants from the interaction between trophozoites
constitutively expressing the VSP9B10A protein and IEC-6 mono-
layers (Fig. 6A) and that this band was recognized by the polyclonal
antibody raised against recombinant VSP9B10A (Fig. 7B,
Supplementary Fig. S7A), control for protein loading in these assays
(total proteins separated by SDS/PAGE and stained with Coomassie)
was also included (Fig. 6C).

Further when IEC-6 monolayers were incubated with superna-
tants from co-cultures of these cells with WB trophozoites (Fig. 6D)
or with trophozoites transfected with the empty vector pAC
(Fig. 6E) damage was not observed. Indeed, the cytotoxic effects of
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kDa kDa
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150 == 150 =
100 = 100 =

75 75
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this secreted VSPI9B10A protein were only seen in monolayers
exposed to the supernatants from the interaction of trophozoites
expressing the VSP9B10A protein (Fig. 6F). These data clearly
showed that the VSP9B10A protein is released during the early
contact of trophozoites with epithelial cells, as shown in the ki-
netics analysis (Supplementary Fig. S7B) and that this protein plays
a major role in the loss of monolayer integrity.

To establish that the observed effect was produced by VSP9B10A
transfected trophozoites and that it does not depend of the
epithelial cell type, specifically their characteristic cell-cell junc-
tions we analyzed the effects of transfected trophozoites on MDCK
monolayers (Fig. 7). This epithelial cell line has a higher trans-
epithelial resistance (TEER) and stronger cell-cell junctions than
IEC-6 monolayers (Dukes et al., 2011). Hence these interaction as-
says were performed at longer incubation times and with a higher
number of trophozoites than the ones used in co-cultures with the
IEC-6 monolayers. The results obtained were similar to the ones
observed with the IEC-6. In these, MDCK cell monolayers cultured
alone did not show changes in cell morphology (Fig. 7A) neither did
monolayers incubated with wild type trophozoites or trophozoites
carrying the empty pCA vector (Fig. 7B and C). However, mono-
layers incubated with trophozoites expressing the VSP9B10A pro-
tein on their surface displayed loss of monolayer continuity and
cell-cell contacts and cell morphological changes (Fig. 7D). These

PAC VSP

- 75kDa

Fig. 6. dentification of the VSP9B10A protein in the secretome of Giardia trophozoites and IEC-6 monolayers. Supernatants of 2 h co-cultures of IEC-6 cells and transfected tro-
phozoites were analyzed by zymograms to determine the release of VSP9B10A protein. (A) Proteases profile in supernatants of IEC-6 monolayers with no parasites added (lane IEC);
IEC-6 monolayer co-incubated with WB trophozoites (lane WB); IEC-6 monolayers co-incubated with trophozoites transfected with empty vector (lane pAC); IEC-6 monolayers co-
incubated with trophozoites expressing the VSP9B10A protein (lane VSP). A specific proteolytic activity band with experimental molecular weight of 73 kDa was observed only in
the secretomes from 1IEC-6/VSP9B10A.pAC trophozoites (lane VSP). (B); Western blot analysis of the same samples described above using polyclonal anti-VSP9B10A antibody. A
specific proteolytic band with molecular weight of 73 kDa was detected only in the supernatant of IEC-6 incubated with trophozoites constitutively expressing VSP9B10A protein
(lane VSP). The SDS-PAGE pattern of total protein loading from the supernatants of interaction for each condition is included (C). Bottom, mic hs show IEC-6 layer
incubated with supernatants of the interaction with WB trophozoites (D), with trophozoites transfected with the empty vector pAC (E) or trophozoites constitutively expressing the
VP9B10A protein (F). The separation of the cells in the monolayer was observed only with supernatants from VSP9B10A transfected trophozoites.
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Fig. 7. Effect of trophozoites expressing the VSPI9B10A protein on MDCK monolayers. (A) Micrographs of MDCK monolayers alone; (B) monolayers co-incubated with WB tro-
phozoites and (C) with trophozoites transfected with the empty vector did not show any damage or change in its morphology. However, in MDCK monolayers incubated with
trophozoites expressing VSPIB10A (D) a disruption of the monolayer integrity and separation of the cell from each other are observed as it was detected in co-cultures of [EC-6

monolayers and trophozoites expressing VSPIB10A protein.

observations confirmed that trophozoites population expressing
theVSPIB1A protein induced similar time-dependent effects in
epithelial cells with different junctional resistances.

4. Discussion

The study of Giardia host-parasite interaction has shown that a
nurmber of parasite proteins are released during the trophozoites
attachment to enterocytes both in vitro and in vivo models as well
as in biopsies (Belosevic et al., 1989; Buret et al., 1990, 1992, 1991;
Cevallos et al., 1995: Chavez et al., 1995; Daniels and Belosevic,
1992, 1995; Favennec et al., 1991; Gorowara et al, 1992; Humen
et al, 2011; Scott et al., 2002; Sousa et al, 2001; Teoh et al,
2000). This group of parasite released factors is known as excre-
tory/secretory products. These include mainly proteases, metabolic
enzymes and cysteine-rich protein of the families of HCMPs and
VSPs (de Carvalho et al., 2008; Emery et al., 2016; Jimenez et al.,
2009, 2004, 2000; Kaur et al, 2001; Nash et al,, 1991; Ringqvist
et al, 2008; Rodriguez-Fuentes et al., 2006; Shant et al, 2002).
However the function of most of these proteins in the pathogenesis
of giardiasis remains to be determined. Therefore their study may
provide basic information for understanding the molecular mech-
anisms of this parasitic infection that may have applications in
diagnosis and specific drug development.

In the case of the VSPs, it has been reported that some of these
proteins are released during the early stages of interaction of
Giardia trophozoites with the intestinal epithelial cells in vitro and
has been reported that several transcripts of VSP proteins increased
during the interaction with epithelial cells (Emery et al,, 2014, 2016;
Ferella et al., 2014; Nash et al,, 1991; Palm et al., 2003), although a
specific function for these proteins during this process has not been
assigned. It has been proposed that the VSPs may have a role in the
biology of the parasite different of the evasion of host immune
response and induction of protection (Huynh et al., 2006; Rivero

et al.,, 2010). For example, it has been suggested that populations
of trophozoites expressing different VSPs have different resistance
to enzymes present in the intestine or confers differences in their
interaction with trophozoites (Bermudez-Cruz et al,, 2004; Nash
et al, 1991). In particular this proteins family is composed of
highly variable proteins and recent reports emphasize that they
have structural properties that may confer activities different from
antigen variation. In this context in silico analyses have shown that
these have several motifs like BmKX domains, a short bioactive
peptide present in the venom of scorpions, laminin_EGF domain,
EGF_CA domain, TIL and Furin-like domains that might imply di-
versity of VSPs function (Adam et al., 2010). Also, recently Emery
et al. (2016)., found that some VSPs that are up regulated during
their interaction study have metallopeptidase domain homologous
to the virulence factor leishmanolysin and the Bm KX domains and
postulate that changes in VSP expression likely represent selection
of favorable variants for the host pathogenesis or virulence.

Interestingly in our initial study carried out to identify high
molecular weight proteases that are released during the interaction
with IEC-6 monolayers the VSPOB10A protein (also known as VSP38
or VSP101074) was identified by MALDI-TOF with a high percentage
of identity in a proteolytic spot (Fig. 1, Supplementary Fig. S1). Due
to this potential activity of the VSPIB10A protein our study was
focused on its structural characterization in silico and in defining its
role during the host-parasite interaction in vitro. Concerning its
function, one report shows that while initially the surface of
G. duodenalis trophozoites displayed VSP1267 antigen it was sub-
sequently replaced by VSP9B10A (Carranza et al., 2002), and other
report showed the identification of a VSP9B10A-like gene in a C-8
Mexican clone and present evidence that this VSP is involved in the
adhesion of parasite to host cells (Bermudez-Cruz et al., 2004)
providing evidence that led us to believe that this protein may be a
giardial pathogenicity factor.

As a first approach, a bioinformatics analysis was carried out to
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characterize in silico the VSP9B10A. This analysis showed differ-
ences between theoretical and native molecular weight of the
protein as observed in the 2D-SDS zymograms which suggested
that the protein undergoes posttranslational modifications that
increase its molecular mass. Indeed, in silico glycosylation and
palmitoylation analyzes showed that this protein has several
possible sites for both modifications, although only two are more
likely to occur, a glycosylation at Thr 171 and palmitoylation at Cys
735 (Supplementary Fig. S2). In fact these post-translational mod-
ifications have been reported in the VSPs and previous reports have
indicated that palmitoylation is necessary in the turnover of these
antigens, traffic and in their localization in lipid rafts (Hiltpold et al.,
2000; Humen et al,, 2011; Papanastasiou et al., 1996, 1997) how-
ever, more detailed studies are required to stablish whether these
modifications actually occur in the VSPIB10A protein, its stoichi-
ometry and whether they are necessary for its function.

Subsequent bioinformatics analyses showed that VSP9B10 has a
significant alignment with the peptidase C1 (papain family) of the
cysteine proteinase family was found although with a moderate
identity of 26%. In addition, the VSPOB10A protein has similarity to
the proprotein convertase subtilisinfkexin-type 5, a putative
cysteine surface protein from Entamoeba histolytica and with a
metalloproteinase as the leishmanolysin family protein from
Tetrahymena thermophile, however these comparisons shed low E
values (Supplementary Figs. $3—54). In addition, Furin-Like repeats
were found in VSPIB10A sequence. (Supplementary Fig. $4). There
are reports showing that these repeats act by processing receptor
precursors, growth factors, hormones, zymogens, adhesion mole-
cules and cell surface proteins and also contribute to infectious
processes by participating in the maturation of proteins related to
viral or bacterial infections (Becker et al., 2012; Bork, 1993; El Najjar
et al, 2015; Tian and Jianhua, 2010). These notions suggest that
VSP9B10A likely maybe has a role in receptor unmasking on target
cells or in protein maturation in Giardia. Thus, the characterization
of its function is relevant to understand the role of this protein
during host-parasite interaction. Also VSP9B190A sequence has
VW(C (Von Wilebrand factor type C) motifs. that have been reported
to be involved in binding to soluble and matrix macromolecules
that are present in highly glycosylated mucin and the N-terminal
propeptides of fibrillar collagens (Bork, 1993), suggesting that this
VSP may have a role in the adhesion of the trophozoites to their
target cells possibly stabilizing andfor increasing trophozoite
adhesion forces since as previously mentioned, there are reports
that a VSP9B10A-like protein is involved in the adhesion of tro-
phozoites to epithelial cells (Bermudez-Cruz et al., 2004); thus, an
important task will be to unravel its role in parasite-cell
relationship.

Finally in the in silico characterization, an analysis was carried
out to identify possible residues that form a typical catalytic site of
proteases as well as a substrate binding site. For this purpose the
VSP sequence was aligned with the sequence of leishmanolysin and
cysteine protease 1 of Giardia, since homology to these the two
proteolytic types was detected. In silico analysis shows that the high
structural similarity between VSP and leishmanolysin might be due
to the zinc finger motif present in the VSP9B10A since this protein
does not have the active sites residues H264, E265, H268, H334,
M345 and the characteristic binding HEXXH motif of metal-
loproteinases (Elias et al., 2006) (Supplementary Figs. S4-55). In
contrast, the alignment of the VSP9B10A sequences with Giardia
cysteine protease 1 and human cathepsin B, which have similar 52
binding pocket and the typical catalytic triad (DuBois et al,, 2006),
showed that VSPIB10A contains an area of homology to these
cysteine proteinase. This includes the three conserved cysteine
residues, the glycine and glutamic acid residues which help stabi-
lize the binding of substrate to the catalytic site and importantly the

catalytic triad residues: cysteine, histidine and asparagine (Figs. 2
and 3). The search for these residues in the close relatives of
VSP9B10A protein showed that this protein is structurally unique
because in comparison with the other proteins it has all the resi-
dues required to be functional like a cysteine protease
(Supplementary Fig. 6), supporting the proteolytic activity
observed.

Giardia has numerous cysteine proteinases which are at the first
branches of divergence in the cathepsin B family (DuBois et al.,
2006; Sajid and McKerrow, 2002) and have conserved cysteine
residues in positions 14, 49 and 101 and also the binding pocket S2
along to the catalytic triad cysteine-histidine-asparagine (DuBois
et al., 2006). The main difference between Giardia cysteine pro-
teinases and cathepsin B from higher eukaryotes is the loss of
dipeptidyl dipeptidase activity due to an occluding loop that sta-
bilizes the carboxyl terminal end of the peptide substrate and
which is responsible for the exopeptidase activity (DuBois et al.,
2006). The absence of this loop in cysteine proteinases of Giardia
confers only endopeptidase activity with specificity for basic resi-
dues in the substrate or phenylalanine, glycine is another residue
that has an important role in the catalysis and precedes the histi-
dine that helps the catalytic asparagine residue to direct the
imidazole ring of histidine (DuBois et al, 2006; Sajid and
McKerrow, 2002). In addition to the catalytic triad and the bind-
ing pocket residues in the VSPIB10A, we found the three conserved
cysteines as well as the glycine and histidine characteristic of
cysteine proteases of Giardia mentioned before. Also, the spatial
arrangement of all these residues is relatively similar in giardia and
human counterparts as shown in the three-dimensional models
(Fig. 3A and C). This allowed us to speculate that the residues at “S2
pocket” and “catalytic cleft” are possible functional sites of prote-
olysis in the VSP9B10A protein. [n addition, the exposure of the
catalytic C30 residue juxtaposed to the histidine-adjacent S2
glycine that allows adequate substrate orientation and binding is
similar between giardial and prototypical cathepsin B. Based on
these observations, we propose that VSP9B10A protein has an
intrinsic cysteine endo-proteinase activity that would be its pri-
mary role as a cytotoxic factor. More studies are needed to confirm
these activities, particularly the evaluation of the activity of this
protein in which the postulated residues of the catalytic triad be
modified as well as its protease characterization using specific
cysteine proteinase inhibitors and substrates.

Based on the above we tested whether a recombinant VP9B10A
protein obtained in a bacterial system could display proteolytic
activity and interestingly we did not detected proteolysis bands in
zymograms. This might be explained by the fact that in bacterial
systems the post-transcriptional modifications previously
mentioned are not likely performed and these are necessary for the
correct protein folding and function of proteolytic enzymes.
Nevertheless more studies are necessary to confirm this issue.

In order to establish if VSP9B10A protein could be considered a
pathogenicity factor we decided analyze the effect of a population
mainly and constitutively expressing this protein during interaction
with target cells in vitro. For this purpose, WB trophozoites were
transfected to avoid the selection mechanism of antigenic variation
since the plasmid does not include any endogenous vsp promoter or
the sequences involved in VSP selection (Adam et al., 2010; Saraiya
et al., 2014). In these assays we obtained a trophozoite population
that constitutively expressed the VSP9B10A for a long period time
(Fig. 4) which allowed us to follow up and to characterize the effect
of a population that expresses unequivocally only one VSP protein
at a time. To our knowledge, this is the first work in which the use of
this technique is reported to determine the effect of a VSP in
particular during the interaction of Giardia with epithelial cells.

In the two epithelial cells models used, with weak and strong
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cell-cell junctions, it was observed that the VSP9B10A transfected
trophozoites induced separation of cells from the monolayer
leading to cell detachment and consequently to the loss of their
normal morphology; in contrast with WB trophozoites that did not
induce significant changes in the monolayer, (Figs. 5 and 7), so its
effect does not seem to be cell-type dependent. Further analysis
showed that similar damages were observed when supernatants of
2 h co-cultures of VSPIB10A transfected trophozoites with 1EC-
6 cell monolayers were used. Indeed, analysis of the protease pro-
file in the supernatants recovered from each interaction a prote-
olysis band with experimental weight of 73 kDa that was
recognized by the polyclonal mono-specific antibody anti-
VSPOB10A (Fig. 6). Further when trophozoites constitutively
expressing the VSP9B10A protein were incubated with the anti-
VSPSB10A antibody prior to the interaction with the IEC-6 cell
monolayer no damage was observed (Fig. 5E). These results along to
the fact that the recombinant protein did not show proteolytic
activity suggest that the active form of VSP9B10Ais the one that is
released during the parasite and epithelial cell interaction in a cell-
dependent contact manner. The effect of proteases on the surface of
the parasite and its activity during the parasite-host interaction
have been reported. An example is the EhCPADH112 complex of
Entamoeba histolytica (Betanzos et al., 2014). It is likely that in
Giardia VSPIB10A may be acting in a similar way to this antigen
that disrupts tight junctions. Further studies including the purifi-
cation of released VSPIB10A and its proteolytic experimental
characterization will validate this hypothesis.

Several studies have reported that Giardia trophozoites alter
epithelial barrier permeability decreasing transepithelial resis-
tance, inducing modifications on tight junction proteins F-actin,
actinin, Z0-1, occludin, claudin-1 and cingulin as well as in proteins
of adherent junctions and desmosomes although the severity of
these effects seems to be highly variable and apparently strain
dependent (Ankarklev et al., 2010; Bhargava et al., 2015; Buret,
2007; Buret et al., 2002; Cevallos et al, 1995; Chin et al., 2002;
Humen et al,, 2011; Koh et al.,, 2013; Maia-Brigagao et al., 2012;
Mohammed Mahdy et al, 2009; Scott et al, 2002; Shant et al.,
2004; Teoh et al., 2000; Troeger et al., 2007). Qur results suggest
that the damage observed in the epithelial cells is due, at least in
part, to the VSPIB10A protein expressed (and released) by trans-
fected trophozoites The determination of the transepithelial resis-
tance in epithelial cells and quantification of the damage to the
integrity of the epithelial barrier induced by these trophozoites that
constitutively express the VSP9B10A protein, as well as the deter-
mination of the effect on this protein on the tight junction (TJ)
proteins are needed to characterize completely the effect of the
VSP9B10A.

In this context. some reports have linked pathogenicity and
virulence to differences in proteases expressed by each Giardia
strainfassembly and the secretion of these factors during infection
(de Carvalho et al., 2008; Guimaraes et al., 1999, 2003) while other
groups propose that these variations may be given by the VSPs that
might be involved in a biological selection and immune evasion
(Emery et al., 2014; Prucca and Lujan, 2009). As mentioned, it has
recently been postulated that changes in VSPs expression likely
represent a selection of favorable variants for the host pathogenesis
or parasite virulence (Emery et al., 2016). This together with the fact
that some Giardia cysteine proteinases are involved in the adhesion
to target cells (Hernandez-Sanchez et al., 2008) and that cathepsin
B induces cleavage of villin a cytoskeletal protein and modulate the
inflammatory host response indicate a crucial role for proteases in
host-parasite interactions. In addition, a key role for cysteine pro-
teases in Giardia encystation and excystation has been reported
(Bhargava et al,, 2015; Cotton et al,, 2014; Ward et al,, 1997). In this
context the VSP9B10A protein would be the first VSP protein of

Giardia identified as a pathogenicity factor causing damage to the
integrity of epithelial cell monolayers, hence it is important to
determine the molecular mechanisms involved in the damage
observed in the epithelial cells.

Regarding the role of the VSP9B10A protein in the host-parasite
interaction, it has been observed that cysteine proteinases in many
parasites are critical in the parasite’s life cycle and pathogenic
processes like adhesion, cyto-adherence, immune evasion, enzyme
activation, virulence, tissue invasion, encystation, excystation,
hatching and molting (McKerrow, 1989; McKerrow et al., 2006;
Pina-Vazquez et al.,, 2012; Rosenthal, 1999). In parasites like Plas-
modium falciparum, or bacteria Neisseria gonorrhea and Borrelia
hermsii exist a family of genes similar to vsp that encode proteins
that are involved in adherence to host cells, the onset of several
symptoms of Malaria and the variation in the expression from one
var gene to another can change the adhesion characteristics of
these parasites (Lanzer et al,, 1995; Nielsen et al., 2002). Thus the
Giardia VSP9B10A may play a role as virulence factor during the
host-parasite relationship and can also be considered as a possible
drug target.

The present work has limitations because the direct proteolytic
activity of VSPOB10A protein over an epithelial cell-derived sub-
strate was not confirmed. However we show that interaction of
trophozoites that constitutively express the VSP9B10A protein
generates cytotoxic damage in IEC-6 and MDCK monolayers
apparently due to the release of this protein with a putative
cysteine protease activity. As far as we know, there is not precedent
in which the effect of a homogenous VSP trophozoites population
has been analyzed during the host-parasite interaction. Based in
this we consider that this work opens lines of research to further
analyze the role of VSPs during the infection. Also this is the first
report of a non-canonical activity of a Giardia VSP and its partici-
pation in the pathophysiology of giardiasis. We are currently
working in the molecular identification of proteolytic activity of
this VSP and analyzing its effects, particularly on tight and adherent
junction proteins of epithelial cells. Also the pathogenicity of
VSPOB10A transfected trophozoites is currently under analysis us-
ing experimental models for giardiasis.
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