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RESUMEN

El primer paso para el desarrollo de la patogénesis de la giardiasis es la adhesion de
trofozoitos al epitelio intestinal del hospedero. Este es esencial para la colonizacion del
intestino delgado por este parasito lo cual causa las disfunciones fisiologicas en el tejido
epitelial asociadas con la giardiasis. La adhesién es un proceso multifactorial en el que
participan varias estructuras del trofozoito, asi como componentes de superficie no
metabolicos como las proteinas variables de superficie, la ornitina carbomoil transferasa
y la Catepsina tipo B y metabdlicos como la Arginina deiminasay la Enolasa. En estudios
previos se ha observado que cuando la Catepsina tipo B (GdCatB) o la enolasa
recombinante de G. duodenalis (GdEno) se adicionaron a monocapas de células
epiteliales se genera dafio en éstas caracterizado por la separacion de las células entre
si y del sustrato asi como la formacion de cuerpos apoptéticos. Una de las estrategias
para evaluar el papel de la GdCatB y la GdEno como potenciales factores de virulencia
es mediante el empleo de estrategias de silenciamiento génico por ARN antisentido. Este
sistema consiste en la utilizacion de un vector que expresa un ARN reverso
complementario a la secuencia del gen que se desea silenciar y que, al unirse este ARN
con el ARN mensajero del gen analizado, se genera un bloqueo transcripcional, asi como
la activacion de mecanismos de degradacion especifica mediante ARNasas de doble
cadena, entre otros, teniendo como consecuencia la disminucién de la cantidad de
transcrito y por tanto, la cantidad de proteina sintetizada. En este proyecto, se empleo el
silenciamiento génico por ARN antisentido de los genes GdCatB y GdEno empleando
para ello vectores que contienen un inserto antisentido para cada gen cuya expresion se
ve regulada mediante el el promtor P1y 2 operadores tetl y tet2 sensible a la induccion
por doxiciclina. La evaluaciéon de la eficiencia de cada sistema mediante Western blot
mostré un 63% y 66% de reduccion en la expresion protéica para cada gen
respectivamente. Asi mismo el silenciamiento de estos genes se evalué en ensayos
funcionales de interaccion de los trofozoitos transfectados con monocapas de células
IEC-6 y por zimogramas para medir la actividad proteolitica de la GdCatB. Los resultados
mostraron que el silenciamiento de este gen se asocia con una reduccion cualitativa del
dafio en las monocapas incubadas con los trofozoitos en los que se silencid el gen
GdCatB. Estos resultados mostraron que la catepsina B puede considerarse como un
factor de virulencia en el desarrollo de la patogénesis de la giardiasis.



ABSTRACT

The first step for the development of the pathogenesis of giardiasis is the adhesion of
trophozoites to the intestinal epithelium of the host. This is essential for the colonization
of the small intestine by this parasite which causes the physiological dysfunctions in the
epithelial tissue associated with giardiasis. Adhesion is a multifactorial process involving
several structures of the trophozoite, as well as non-metabolic surface components such
as variable surface proteins, ornithine carbomoyl transferase and cathepsin type B and
metabolites such as Arginine deiminase and Enolase. In previous studies it was observed
that when cathepsin type B (GdCatB) or the recombinant enolase of G. duodenalis
(GdEno) were added to monolayers of epithelial cells, damage was generated in these
cells that was characterized by the separation of the cells from each other and from the
substrate as well as the formation of apoptotic bodies. One of the strategies to evaluate
the role of GdCatB and GdEno as potential virulence factors is through the use of gene
silencing strategies by antisense RNA. This system consists on the use of a vector that
expresses a reverse RNA complementary to the sequence of the gene to be silenced and
when this RNA is united with the messenger RNA of the gene analyzed, a transcriptional
block is generated, as well as the activation of mechanisms of specific degradation by
double-stranded RNAases, among others. The consecuence of this is a decrease in the
amount of transcript and, therefore, in the amount of protein synthesized. In this project,
gene silencing by antisense RNA of the GdCatB and GdEno genes was employed using
vectors containing an antisense insert for each gene whose expression is regulated by
the tet operon (P1 promoter and two operators tetl and tet2) sensitive to induction by
doxycycline. The evaluation of the efficiency of each system by Western blot showed 63%
and 66% reduction in protein expression for each gene respectively. Likewise, the
silencing of these genes was evaluated in functional tests of interaction of the
trophozoites transfected with IEC-6 cells monolayers and by zymograms to measure the
proteolytic activity of GdCatB. The results showed that the silencing of this gene is
associated with a qualitative reduction of the damage in the monolayers incubated with
the trophozoites in which the GdCatB gene was silenced. These results showed that
cathepsin B can be considered as a virulence factor in the development of the

pathogenesis of giardiasis.



INTRODUCCION
Giardia duodenalis y giardiasis
Generalidades

Giardia duodenalis (sindbnimos G. intestinalis y G. lamblia), es un protozoario y
parasito entérico, microaerofilico facultativo, diplozéico y flagelado, perteneciente al
Phylum Metamonada, orden Diplomonadida, familia Hexamitidae. Este protozoario fue
descubierto en 1681 por el cientifico holandés Antonie van Leeuwenhoek y descrito por
vez primera en 1859 por el médico checo Vilém DuSan Lambl (Lujan & Svard, 2011). En
la década de los noventa, por medio de analisis filogenéticos de proteinas se identificé a
G. duodenalis como un organismo eucarionte de divergencia temprana debido a que
tiene un mayor numero de relaciones filogenéticas con procariontes, en comparacion con
otras especies de eucariontes inferiores (Hashimoto, et al., 1994). Aunado a lo anterior,
destaca la simplicidad de las rutas metabdlicas y otros procesos celulares que posee el
género, como la incorporacion de dominios individuales de enzimas similares a los de
bacterias y arqueas, asi como un repertorio metabdlico limitado, caracteristico de los
parasitos. Asi mismo, las maquinarias de sintesis de ADN, procesamiento de ARN y ciclo
celular que posee son de menor complejidad que aquellas encontradas en otros
eucariontes inferiores como levaduras. En Giardia, la similitud con arqueas se extiende
a la presencia de dos proteinas de reconocimiento de origen de replicacion (Orc4 y
Orc1/Cdc6), junto con la ausencia de proteinas reguladoras de iniciacion (Cdtl, Dpbl1,
Cdc45, MCM10, Gemini), asi como a la similitud en la composicién de las polimerasas ¢
y 6 (Morrison, et al., 2007).

Entre las principales caracteristicas fisiolégicas del género Giardia; se encuentran
el poseer dos nucleos diploides transcripcionalmente activos, la ausencia de
mitocondrias y peroxisomas, asi como la presencia de un organelo de adhesion llamado
disco ventral, mismo que distingue a Giardia del resto de los Hexamitidae (Lujan & Svard,
2011). En fechas recientes, se ha comprobado por medio de analisis moleculares que
dichas caracteristicas, consideradas primitivas, tales como la ausencia de mitocondrias,
son consecuencia de pérdida secundaria y no de la divergencia de un eucarionte

ancestral previo a la adquisicion de este organelo (Embley & Hirt, 1998). Otros estudios
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han mostrado que Giardia pudo haber adquirido genes por transferencia lateral de
diversos origenes, incluidas las bacterias (Andersson, et al., 2003) y arqueas (Suguri, et
al., 2001), lo cual ha complicado su clasificacion con respecto a otras especies en analisis

filogenéticos.

Con respecto a la morfologia y morfometria de Giardia, el parasito cuenta con dos
estadios principales el trofozoito y el quiste. El trofozoito tiene forma piriforme, mide entre
12 y 18 um de largo, de 6 a 9 um de ancho y de 2 a 4 um de grosor, posee dos nucleos
localizados en la parte anterior, una superficie dorsal convexa y otra ventral plana. En
ésta ultima se encuentra el disco ventral concavo que le permite a Giardia adherirse a la
superficie de los enterocitos en el intestino delgado del hospedero. Ademas, el trofozoito
posee cuatro pares de flagelos dispuestos de forma simétrica bilateral y dirigidos de
forma caudal, y dos cuerpos medios con forma de garra-matrtillo en la porcion media del
organismo. Por otro lado, el quiste posee forma elipsoide-oval, es incoloro y retractil con
una pared gue lo protege, cuatro nucleos agrupados en uno de los polos del organismo,
axonemas flagelos dispuestos de forma diagonal a través del eje largo del quiste, y dos
cuerpos crecientes que corresponden a fragmentos del disco ventral, dispuestos de
forma transversal en la porcion media del organismo. El quiste mide de 8 a 14 um de

largo y de 6 a 10 um de ancho (Lujan & Svard, 2011).

Figura 1. Morfologia del trofozoito (A) y quiste (B) de G. duodenalis. Acotacién en
A: a) flagelo lateral anterior, c) flagelo caudal, m) cuerpos medios, n) nucleo, p) flagelo
lateral posterior, v) flagelo ventral, vd) disco ventral. Acotacion en B: a) axonema flagelar,
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c) fragmentos crecientes del disco ventral, n) nucleo. Modificada de (Lujan & Svard,
2011).

Figura 2. Micrografias con la técnica de microscopia electrénica de barrido de un
trofozoito (A) y un quiste (B) de G. duodenalis. Acotacién: D) disco ventral, AF) flagelos
anteriores, LF) flagelos laterales posteriores, VF) flagelos ventrales, CF) flagelos
caudales. Tomada de (Lujan & Svard, 2011).

Ciclo de vida

La principal via de transmision de giardiasis, infeccion causada por G. duodenalis
es fecal-oral. La infeccion inicia con la ingestién de quistes de G. duodenalis, los cuales
pasan por un proceso de desenquistamiento y liberacion de exquizoitos que poseen
forma oval, ocho flagelos y un metabolismo intermedio entre un quiste y un trofozoito.
Estos ultimos corresponden a la forma vegetativa de Giardia e invaden la parte superior
del intestino delgado y se diferencian a quistes una vez que salen de esta region del
huésped cuando las condiciones son adversas para su metabolismo. Esta caracteristica
la comparte con otros protozoarios parasiticos gastrointestinales tales como
Cryptosporidium parvum y Entamoeba histolytica. No obstante, una caracteristica
distintiva de Giardia es la ploidia de su genoma la cual varia durante su ciclo de vida. Se
ha demostrado que, durante el crecimiento vegetativo, la ploidia de cada uno de los dos
nacleos de Giardia oscila sincronicamente entre diploide y tetraploide, dando lugar a

ploidias celulares de 4N y 8N respectivamente. Esto tiene un gran impacto en la
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diferenciacion del parasito, ya que varios estudios han sugerido que proteinas que
participan en el ciclo celular tienen un papel importante en la transicion de un estado a
otro a través del arresto del mismo. Esto ultimo asegura que el genoma se replique al
menos una vez en cada ciclo celular, siendo de gran importancia la replicacion del ADN
en el proceso de enquistamiento, asi como lo es la citocinesis en el desenquistamiento
(Roxstrom-Lindquist, et al., 2006) (Svard, et al., 2002).

El proceso de enquistamiento inicia cuando los trofozoitos migran a la parte
inferior del intestino delgado, donde se exponen a un pH y concentraciones de sales
biliares mayores. Este puede llevarse a cabo in vitro mediante el cultivo de trofozoitos a
un pH de 7.8 y bajas concentraciones de colesterol. En este punto, el ciclo celular de
Giardia es detenido previo al inicio de la fase M, lo que genera un aumento de la
poblacion celular en G2/M y una disminucion de células en G1. Este proceso puede
dividirse en etapa temprana y tardia. Durante la primera ocurre una serie de cambios
fisioldgicos y morfolégicos en el trofozoito, entre los cuales se encuentran el arresto de
la division celular, reduccion gradual en el consumo de oxigeno y glucosa, modificaciones
en el transporte proteico (particularmente de componentes de la pared superficial del
quiste), expresion génica y ultra-estructura, adquisicion de una forma redondeada y
pierden la capacidad de adherirse a superficies debido a que el disco ventral se
fragmenta en cuatro estructuras con forma de creciente. Por otra parte, la etapa tardia
del enquistamiento consiste en una ronda de replicacion del ADN seguida de divisién
nuclear mas no celular en un proceso conocido como endo-replicacion. Este ocurre
debido a la represion de la actividad de Cdk previa a la citocinesis, dando lugar a una

célula polinucleada (Svard, et al., 2002).

Finalmente, durante el proceso de desenquistamiento se observa una rapida
diferenciacion de los quistes a trofozoitos. Esto puede ser inducido in vitro al exponer los
guistes de Giardia a pH acido (condicion similar a la estomacal), aunado a la presencia
de proteasas pancreaticas en solucion ligeramente alcalina (condicion similar a la del
intestino delgado). La exposicion a estos factores activa cadenas de sefalizacion en el
guiste en las que participan la desfosforilacién de proteinas por fosfatasa lisosomal acida

y de proteinas calmodulinas y PKA, por tanto, se ha sugerido que la sefializacién por



calcio es de gran importancia para la transduccion de sefiales en el desenquistamiento.
Al inicio de este proceso se observa un aumento del espacio peritréfico y la separacion
del trofozoito de la pared del quiste, seguido por la liberacion de cisteina-proteasas desde
vacuolas periféricas hacia el espacio entre el quiste y el trofozoito, la aparicion de flagelos
desde la zona polar del quiste y la liberacion total de la célula. Al término de este proceso,
la célula, identificada como excizoito, posee ocho flagelos y cuatro nucleos diploides,
dando lugar a una ploidia genémica de 16N, mientras que su metabolismo es intermedio
entre el de un trofozoito y el de un quiste. Posteriormente, el excizoito se divide dos
veces, formando cuatro trofozoitos con dos nucleos diploides cada uno. Las etapas ya
mencionadas del ciclo de vida de Giardia se representan en la siguiente imagen (Svard,
et al., 2002).

2X2N

Replicacion del AD'/ \ Bitocinasis
k!

TROFOZOITO

\_/

Crecimiento vegetativo

2X4N

Division nuclear \ Division nuclear

2X4N

\
/ Citocinesis

4Xx4N

Enquistamiento Exquistamiento

QUISTE EXCIZOIiTO

Figura 3. Ciclo de vida de G. duodenalis. Modificada de (Svard, et al., 2002).



Figura 4. Ciclo celular de G. duodenalis. Acotacion: 1) trofozoito, 2)
enquistamiento, 3) quiste, 4) exquistamiento temprano, 5) exquistamiento tardio, 6)

excizoitos en citocinesis. Tomada de (Lujan & Svard, 2011).
Epidemiologia

Giardia es uno de los patdgenos parasitarios gastrointestinales que con mayor
frecuencia infectan a animales y humanos alrededor del mundo (Feng & Xiao, 2011), de
ahi la importancia de su estudio. Dicha infeccién, conocida como giardiasis, se adquiere
por la ingestion de quistes presentes en alimentos y agua potable o recreacional
contaminados por materia fecal de animales o personas infectadas. Asi mismo, a pesar
de que la mayoria de las infecciones son asintométicas, los principales sintomas de esta
enfermedad incluyen diarrea crénica, dolor abdominal, inflamacion estomacal, fatiga y
pérdida de peso (World Health Organization, 2016). La giardiasis puede catalogarse
como una enfermedad tropical desatendida (Savioli, et al.,, 2006), afectando
aproximadamente a doscientos millones de individuos en América Latina, Asia y Africa,
y registrando anualmente alrededor de quinientos mil casos nuevos de esta enfermedad
en su forma sintomatica (Mbae, et al., 2016). Entre los individuos con mayor
vulnerabilidad a adquirir la infeccion se encuentran nifios de entre 1 a4 y de 5 a 9 afios
de edad, siendo este grupo en el que se reporta el mayor nimero de casos de giardiasis

(Lujan & Svérd, 2011). Un segundo grupo corresponde al de individuos inmuno-



suprimidos a consecuencia de infecciones con el Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH), aquellos que presentan desnutricidn o que son sometidos a tratamientos quimio-
terapéuticos. Esto debido a que la disminucion en el numero de células CD4+ tiende a
una inmunosupresion progresiva y riesgo de presentar sintomas como diarrea cronica a
consecuencia de infeccion por parasitos oportunistas (Dwivedi, et al., 2007). Otros
factores de riesgo implicados en una mayor incidencia en giardiasis son: viajar al
extranjero (especialmente a zonas con alta prevalencia), contacto con aguas
superficiales y animales (Faustini, et al., 2001) (Espelage, et al., 2010), y el personal

involucrado en el cuidado de la higiene de infantes (Hoque, et al., 2001).
Diagnostico y tratamiento

La manifestacion de sintomas mencionados anteriormente coincide con los
observados en otras infecciones parasiticas y bacterianas intestinales. No obstante, si
dichos sintomas persisten posterior al tratamiento con antibiéticos o con coccidiostaticos,
puede ser indicativo de infeccién por Giardia. Debido a la variabilidad de los sintomas, el
diagnéstico de giardiasis debe ser confirmado mediante la deteccion del parasito en
muestras fecales por medio de examenes microscopicos y de flotacion, ensayos de
inmunofluorescencia para detectar antigenos (IFA) parasitarios especificos, ensayos de
inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA) o inmunocromatografia rapida cualitativa de
fase sélida, asi como por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dirigida a genes

de diagnostico comun tales como el 18S ribosomal (Lujan & Svard, 2011).

Para el tratamiento de la infeccidn, existen métodos tanto preventivos como de
control. Entre los métodos preventivos se encuentra el suministro de vacunas para
combatir la patologia de la giardiasis, asi como su transmision. Estas vacunas se ha
preparado a partir de aislados de la cepa WB (ATCC_30957) de individuos con o sin
sintomas de giardiasis, de extractos crudos de trofozoitos cultivados in vitro, o con
proteinas antigénicas presentes en los trofozoitos (Lujan & Svérd, 2011). El tratamiento
con farmacos comunmente consiste en el uso de los 5-nitroimidazoles (metronidazol,
tinidazol, secnidazol y ornidazol) que funcionan como aceptores finales de electrones
bloqueando la cadena respiratoria y causantes de dafio a la doble cadena de ADN del

trofozoito al unirse a ella y generar radicales libres. Asi mismo se han usado compuestos



alternativos como la quinacrina, furazolidona, benzimidazoles (albendazol vy
mebendazol), paromomicina, bacitracina de zinc, cloroquina y nitazoxanida, que
funcionan como agentes reductores generadores de radicales libres (furazolidona) y de
unién a componentes del citoesqueleto inhibiendo su polimerizacion (benzimidazoles),
entre otros efectos (Gardner & Hill, 2001) (Pasupuleti, et al., 2014). Entre los efectos
adversos del uso de estos compuestos se encuentran nausea, dolor de cabeza, vértigo,
sensacion de sabor metalico, diarrea, descoloracion de la orina, hemdlisis (en pacientes
deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), y en algunos casos pancreatitis,
ototoxicidad, nefrotoxicidad y neutropenia reversible (Gardner & Hill, 2001). Aunado a
ello, se contraindica el consumo de alcohol debido a la inhibicion de la enzima aldehido
deshidrogenasa (por metronidazol) y el uso durante el embarazo debido a posible
teratogenicidad y mutagénesis (por albendazol y por quinacrina y metronidazol,

respectivamente) (Gardner & Hill, 2001).
Respuesta inmune

A pesar de que se ha descrito a la induccién de la expresion de quimiocinas y
citocinas en el epitelio intestinal del hospedero como respuesta a infecciones por
patdgenos entéricos (Roxstrom-Lindquist, et al., 2006), no se ha observado induccién de
las mismas a niveles altos después de 5 horas de infeccidn de lineas celulares de epitelio
intestinal humano con G. duodenalis mediante ensayos in vitro. De igual forma, no se
observo induccion de interleucina 8 en congruencia con los bajos niveles de inflamacién
descritos para giardiasis (Jung, 1995). Actualmente, se ha descrito tanto en humanos
como en modelos animales la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa a
infecciones con Giardia. Sin embargo, con el fin de entender dichos mecanismos de
defensa, es necesario comprender el contexto fisiolégico al que se enfrenta Giardia una
vez que ha colonizado el duodeno y el yeyuno, zonas en la que se aloja en el intestino.
En estos sitios se presenta una alta concentracion de enzimas digestivas y sales biliares
gue reducen considerablemente su susceptibilidad a infecciones microbianas (Maaser &
Kagnoff, 2002). Ademas, el recambio frecuente y renovacion celular de la superficie
intestinal, que ocurre de cada tres a cinco dias, implica que los trofozoitos de Giardia

deben trasladarse y re-adherirse entre superficies para evitar ser trasladadas fuera de
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este sitio como consecuencia de la peristalsis. Convenientemente para el hospedero, la
presencia de mucinas en la barrera mucosa que cubre la superficie epitelial impacta de
forma negativa el proceso de adhesion de trofozoitos (Roskens & Erlandsen, 2002). Otro
factor defensivo es la presencia de microbiota comensal en la parte inferior del intestino
delgado, que incluye a los géneros bacterianos aerdbicos Streptococcus y Haemophilus,
asi como los anaerobicos Lactobacillus, Actinomyces y Peptostreptococci, que poseen
impacto benéfico en la susceptibilidad a la infeccion, inhibiendo proliferacion y
promoviendo la produccion de IgA e IgG anti-Giardia, asi como el reclutamiento de
células T CD4+ en las placas de Peyer (Benyacoub, 2005). Como mecanismo contra-
defensivo, se ha propuesto que la composicién rica en cisteinas de las VSP de Giardia,
aunada a la estabilidad de su citoesqueleto, le proveen cierta resistencia a proteasas y
sales biliares (Nash, 2002).

Dentro de la respuesta inmune innata destacan la secrecidbn de péptidos
antimicrobianos desde el epitelio intestinal y células de Paneth para mantener la
integridad de la barrera de mucosa, entre ellos defensina y lactoferrina, cuya actividad
de defensa en contra de Giardia se ha demostrado in vitro y se cree podrian ser de gran
importancia en infecciones in vivo (Eckmann, 2003). Ademas de éstas, se ha estudiado
el efecto de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrosantes como el 6xido nitrico (NO)
y se ha demostrado que NO inhibe el enquistamiento, desenquistamiento y crecimiento
de Giardia, pero no su viabilidad. Ante esto, existen mecanismos propios de G.
duodenalis para combatir dichas condiciones, como la expresion de una flavoproteina
tipo A con actividad NO-reductasa, aunada al consumo de arginina por el parasito,
principal sustrato para la sintesis de NO por parte del hospedero (Eckmann, 2000) (Sarti,
2004). Con respecto a su susceptibilidad a ROS y debido a la limitada capacidad de
Giardia para neutralizarlos mediante NADH oxidasa y NADH peroxidasa, no se ha podido
dilucidar el papel de dichos factores en la respuesta inmune innata. Asi mismo, se ha
implicado la participacibn de mastocitos, células dendriticas y células M como
presentadoras de antigenos, y de macrofagos y monocitos que pueden ingerir y eliminar
trofozoitos mediante oxidacion durante la infeccién con Giardia (Roxstrom-Lindquist, et
al., 2006).
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Entre otras moléculas de importancia durante la infeccion con Giardia se
encuentra el interferén-y, producido por células CD4+ humanas post-exposicion al
parasito (Ebert, 1999) y la interleucina-6, necesaria para el control en etapa temprana de
infecciones agudas en ratones. Esta ultima es producida principalmente por mastocitos,
gue a su vez activan la respuesta inmune adaptativa a través de las células dendriticas,
células By T (Zhou, 2003) (Galli, 2005). En particular, la deficiencia de células T CD4+y
no CD8+, permite el desarrollo de giardiasis cronica en modelos murinos (Singer & Nash,
2000) sin embargo, son las células T CD4+ y CD8+ las que regulan el incremento en el
reclutamiento de linfocitos intra-epiteliales durante giardiasis en ratén (Scott, 2004),
ademas de alterar la membrana apical de los enterocitos sin afectar la funcionalidad de

la barrera intestinal (Scott, 2002).

En giardiasis humana, se ha observado la generacion de anticuerpos anti-Giardia,
destacando también la importancia de la produccién de IgA y activacion de células B
durante la infeccion temprana y tardia, pudiéndose transmitir los primeros a través de la
leche materna, brindando al lactante proteccion contra giardiasis (Roxstrom-Lindquist, et
al., 2006). Finalmente, entre los antigenos de Giardia que poseen mayor inmuno-
reactividad en humanos se encuentran las VSPs, codificadas por alrededor de 150 genes
diferentes. De éstas, sOlo una se expresa en el trofozoito en un tiempo dado y estan
sometidas a variacion génica por mecanismos atribuidos a sistemas de silenciamiento
similares a ARN antisentido y relacionados a diferenciacién (Roxstrém-Lindquist, et al.,
2006).
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Genomay ensambles

Una de las principales caracteristicas de Giardia es que posee dos nucleos
sincrénicamente replicativos durante su etapa vegetativa de trofozoito. A través de
analisis de campos pulsantes, se ha demostrado que este organismo posee un genoma
haploide de alrededor de 12 Mb, constituido por cinco cromosomas distintos (Svard, et
al., 2002). También se han identificado 6470 marcos de lectura abiertos (ORFs) cuya
distancia intergénica promedio es de 372 pares de bases, de los cuales solo se ha
encontrado evidencia transcripcional para 4787 a través de analisis seriales de expresion
génica (SAGE) y secuenciacion de cDNA (Morrison, et al., 2007). Adicionalmente,
estudios genéticos de poblaciones y analisis moleculares han proporcionado evidencia
de recombinacién entre cromosomas homoélogos y ensambles, asi como la presencia de
maquinaria meiética, sugiriendo la posibilidad de que la reproduccion de Giardia pueda
ser sexual, aunque no hay evidencias definitivas al respecto (Lujan & Svard, 2011).
Dentro del género Giardia existe gran diversidad génica, y se ha sugerido que el género
Giardia pueda incluir once especies (Tabla 1). Asi mismo, existen subgrupos genéticos
conocidos con ensambles, que fueron definidos a partir de estudios de genotipificacion y
secuenciacion de genes conservados como los de glutamato deshidrogenasa, triosa
fosfato isomerasa, B-giardina, factor de elongacién 1-ay la subunidad pequena ribosomal
de ARN, asi como a través de la identificacion de polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNPs) en estos genes (Duringan, et al., 2014). Estos ensamblajes presentan
caracteristicas a nivel morfoldgico y epidemioldgico que los distinguen, asi como la
especificidad del hospedero infectan y con respecto a su potencial zoondético. En la tabla
1 se muestra la relacion entre especies, ensamblajes y huéspedes caracterizados para

el género Giardia.
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Tabla 1. Relacion entre especies, ensamblajes y hospederos de Giardia.
Modificada de (Lujan & Svard, 2011).

. Dimensiones del
_ Caracteristicas )
Especie Hospederos o i trofozoito en pm
morfoldgicas del trofozoito
(largo / ancho)

G. Amplio rango de
duodenalis | animales silvestres Forma de pera y cuerpos
o _ 12-15/6-8
(ensamble y domesticos, medios con forma de garra
A) humanos
Largos y delgados, con
G. agilis Anfibios cuerpos medios con forma de 20-30/4-5

mazo

_ Redondos con cuerpos
G. muris Roedores _ . 9-12/5-7
medios pequefios y curvos

Redondos con muescas
prominentes en el disco
ventral y flagelos caudales
G. ardeae Aves ) i ~10/~6.5
rudimentarios. Cuerpos
medios ovalados con forma

de garra

Forma de pera sin bordes
G. psittaci Aves ventro-laterales y con cuerpos ~14/~6

medios con forma de garra

Similares a los de G.
o duodenalis. Quistes maduros
G. microti Roedores _ ] 12-15/6-8
contienen trofozoitos

completamente diferenciados

G. enterica
Humanos y otros Forma de peray cuerpos
(ensamble _ _ 12-15/6-8
B) primates, perrosy medios con forma de garra
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algunos animales

silvestres
G. canis
Perros y otros Forma de peray cuerpos
(ensamble o _ 12-15/6-8
canidos medios con forma de garra
C/D)
G. cati

Forma de pera y cuerpos
(ensamble Gatos _ 12-15/6-8
medios con forma de garra

F)
G. bovis '
Bovinos y ganado Forma de pera y cuerpos
(ensamble . 12-15/6-8
£) ungulado medios con forma de garra
G. simondi

Forma de peray cuerpos
(ensamble Ratas . 12-15/6-8
G medios con forma de garra

Mecanismos de virulencia de Giardia y su impacto en la homeostasis y microbiota

intestinal

Como se mencioné anteriormente, la infeccion por G. duodenalis inicia con la ingestiéon
de quistes que, por el proceso de desenquistamiento, liberan al excizoito con ploidia de
16N en la parte superior del intestino delgado. Este uUltimo experimenta doble division
celular sin replicacion del ADN, dando lugar a cuatro trofozoitos infectivos con ploidia 4N
(Roxstrom-Lindquist, et al., 2006). Este mecanismo de divisidn celular es responsable de
la baja dosis necesaria para causar infeccion por Giardia, que va de diez a cien quistes
(Farthing, 1997). En el curso de la infeccion los trofozoitos debido a la motilidad de sus
flagelos migran en el intestino delgado y se adhieren al epitelio por medio de su disco
ventral, el cual se ensambla de forma inmediata, permitiendo la rapida adherencia del
trofozoito. Estos dos organelos se desensamblan como parte del proceso de
enquistamiento una vez que el trofozoito activa mecanismos de la respuesta inmune del

hospedero.
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Se ha propuesto que el genotipo de la especie infectiva es de importancia en la
generacion de sintomas (Homan & Mank, 2001), sin embargo, no se ha establecido una
correlacion precisa entre caracteres genéticos y virulencia. En humanos, los posibles
causantes de infecciones por Giardia corresponden a los ensamblajes Ay B. De acuerdo
a lo observado en ratones y gerbos, el dafio causado a la superficie mucosa del intestino
y a las microvellosidades tiene un impacto negativo en la actividad de enzimas digestivas
como lipasas, proteasas y disacaridasas (Scott, 2004), sin embargo, en humanos el
efecto observado es menor (Oberhuber, 1997). Con respecto al dafio al epitelio intestinal,
ensayos in vitro han demostrado que G. duodenalis causa el re-arreglo de las proteinas
de citoesqueleto F-actina y a-actina de células duodenales de humano, reduciendo asi
su resistencia eléctrica transepitelial (Teoh, 2000). De forma similar, a través de ensayos
de co-incubacion con monocapas de células intestinales humanas, se observé induccién
de apoptosis y disrupcion de las uniones estrechas (Chin, 2002). En nuestro equipo de
trabajo se estudié mediante ensayos de interaccion con monocapas de células IEC-6 y
MDCK el efecto de la proteina VSP9B10A, una proteasa de alto peso molecular y
producto de secrecion en trofozoitos de Giardia, expresada de forma constitutiva y
secretada durante la coincubacion con dichas monocapas, demostrando que se genera
dafio citotoxico en ambas lineas celulares, caracterizado por la separacion de las células
epiteliales entre si y de su sustrato. Este efecto no se observé cuando los trofozoitos
fueron pre-incubados con un anticuerpo policlonal monoespecifico anti-VSP9B10A
previo a la interaccién con las monocapas de céluals IEC-6, ni en monocapas co-
incubadas con trofozoitos que no expresaban dicha proteina (Cabrera-Licona, et al.,
2017).

Adicionalmente se ha reportado en ensayos clinicos en humanos que se presenta
deterioro moderado de las funciones digestivas y de absorcion intestinales (Farthing,

1997), confirmados también en modelos murinos y en gerbos (Faubert, 2000).

Ensayos realizados en modelos murinos han demostrado que la alteracion sistémica de
la ecologia comensal del intestino durante la giardiasis contribuye a la variacion presente
durante las etapas iniciales de la infeccién, asi como el grado de colonizacién, induccién

de la patologia en el hospedero, y eliminacion eventual del parasito (Barash, et al., 2017).
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Paralelamente, se han observado efectos disruptivos sobre la arquitectura de las
biopeliculas formadas por la microbiota comensal a consecuencia de la interaccion
eteropatogénica de Giardia, a consecuencia del dafio causado sobre la capa de
mucosas, asi como sobre la fisiologia y supervivencia celular en el epitelio del hospedero.
Estos efectos son mayormente visibles durante las etapas mas agudas de la infeccion,
alcanzando a afectar incluso la homeostasis del intestino grueso. Sin embargo, se ha
estudiado el impacto positivo de algunas especies comensales como Lactobacillus
ramnosus GG, Enterococcus faecium SF68 y L. acidophilus P106, mismas que favorecen
en la generacién de la respuesta inmune contra Giardia, la reparacion de la integridad de
la barrera de mucosas, y aceleran el proceso de eliminacion del parasito, entre otros
factores (Allain, et al., 2017).

Factores de virulencia en Giardia duodenalis

En G. duodenalis se han descrito algunos factores de virulencia, es decir, que permiten
0 promueven la supervivencia del parasito en el hospedero, asi como inducir o favorecer
la resistencia de un ensamblaje a la respuesta inmune que induce uno distinto a éste, o
bien, promover el desarrollo de una infeccion crénica (Ringqvist, et al., 2008). En su
mayoria, estos factores pueden ser sintetizados y en algunos casos liberados una vez
se han expuesto los trofozoitos a las células epiteliales del hospedero, a través de
cambios en la expresién génica aunada a la liberacion de enzimas de Giardia. El
conocimiento sobre el mecanismo mediante el cual estos factores impactan en el
desarrollo de la infeccién y su interaccion con el hospedero es limitado. Como se
menciond con anterioridad, se ha descrito que durante el proceso de adhesion participan
proteinas que incluyen lectinas, giardinas, VSPs y cisteina-proteasas (Cabrera-Licona,
et al., 2017) (Meza-Segura, Tesis 2013), de éstas, se ha propuesto que la expresion de
las VSPs confiere infectividad zoonética, ademas de su potencial como factor de evasion
frente al sistema inmune. Asimismo, se ha propuesto que la secrecion de tiol-proteinasas
(con capacidad de unirse a IgA), y arginina-deiminasas (al consumir arginina endogena
y afectar la produccion de NO epitelial), promueven la evasion de las respuestas innatas
y humorales del hospedero. Otros factores de virulencia con impacto en la patofisiologia

de la infeccién por Giardia incluyen a una enterotoxina de 58 kDa no caracterizada que
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induce secrecidn excesiva de iones y fluido intestinal, esto a través de la induccion de
vias de transduccion de sefiales en los enterocitos del hospedero; adicionalmente,
productos parasiticos obtenidos de aislados y extractos de Giardia inducen la activacion
de caspasa-3, -9, y potencialmente MLCK, generando apoptosis enterocitica (Cotton, et
al., 2011).

Enzima catepsina B

La proteina precursora de Catepsina B (UniProt: EDO80409.1) de G. duodenalis (ATCC
50803), codificada por el gen con GI:157436192, pertenece a la familia de cisteina-
proteasas. Esta familia se define por poseer una diada catalitica compuesta por un sitio
activo con residuos de cisteina e histidina clasificado como del clan CA de cisteina-
proteasas. En particular, las catepsinas B poseen veinte aminoacidos adicionales que
conforman el llamado bucle ocluyente, el cual contiene dos residuos caracteristicos de
histidina y proveen de actividad endo- o exo-peptidasa (Cotton, et al.,, 2014). G.
duodenalis posee numerosos genes que codifican para cisteina-proteasas, la mayoria
de las cuales se desconoce su funcion, no obstante, se ha descrito que su expresion se
ve regulada al alza post-exposicidon a células IEC (Ma'ayeh & Brook-Carter, 2012)]. En el
caso de Catepsina B, se ha demostrado, por medio del empleo de monocapas de MDCK
e inmunofluorescencia indirecta, que existe co-localizacion de catepsina B de G.
duodenalis y proteinas pertenecientes al complejo de unién apical (E-cadherina,
Claudina 1 y Ocludina), induciendo ademas la degradacion de éstas (Gomez-
Mondragén, 2011). Ademas, se ha observado que esta cisteina-proteasa degrada
CXCLS8, factor pro-inflamatorio secretado en el epitelio intestinal durante la infeccién con
Giardia (Cotton, et al., 2014). Recientemente, en nuestro equipo de trabajo se demostro
mediante zimogramas la actividad proteolitica de la Catepsina tipo B de Giardia,
identificada como una banda de ~25 kDa mediante un anticuerpo monoclonal en
condiciones reductoras. En el mismo estudio se observo ademas la capacidad de esta
proteina de actuar como factor de virulencia al ocasionar dafio a monocapas de células
epiteliales IEC-6 a través de la induccion de formacion de cuerpos apoptoticos mediante
microscopia electrénica de barrido y ensayos de anexina V, determinacion de caspasa 3

y fragmentacién de PARP (Laredo Cisneros, Tesis 2010). En otro estudio del mismo
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equipo se demostré que al tratar trofozoitos de G. duodenalis con TPCK (tosil-fenilalanil-
clorometil-cetona) se observa un aumento en la actividad de catepsina B, induciendo
dafno al tejido epitelial de gerbos mas severo comparado con trofozoitos no tratados,
ademas de originar muerte celular programada en etapas tempranas y alterar la
distribucion de las proteinas Claudinal y Ocludina in vitro (Meza-Segura, Tesis 2013)
(Flores-Mendoza GD., Tesis 2015).

Enzima enolasa

La proteina enolasa (UniProt: EDO81662.1) de G. duodenalis (ATCC 50803),
codificada por el gen Eno (Gl: 157437452), también conocida como 2-fosfoglicerato
hidrolasa, es una enzima glicolitica, altamente conservada, activada por iones metalicos
divalentes (Mg?* principalmente, ademas de Zn?* y Mn?*) cataliza de forma reversible la
eliminacién de agua a partir de 2-fosfoglicerato (2PGA) para formar fosfoenolpiruvato en
la pendltima reaccion del proceso de glucdlisis. Esta enzima posee un tamafio de 445
aminoacidos, un peso de 48.2 kDa, y corresponde a una de las mas abundantemente
expresadas en el citosol de numerosos organismos, incluido Giardia, en cuyos trofozoitos
se encuentra una alta expresion del transcrito de ARN mensajero (Castillo-Romero, et
al., 2012). Existe evidencia experimental de la participacion de enolasa en la patogénesis
y diferenciacion celular de multiples organismos, se localiza en la superficie de
numerosos parasitos, entre ellos E. histolytica y Naegleria fowleri (Segovia-Gamboa, et
al., 2010) (Chavez-Munguia, et al., 2011). Debido a esto y tomando en cuenta que se ha
observado que enolasa es secretada por trofozoitos de Giardia en presencia de células
epiteliales, ademas de que ha demostrado su antigenicidad en infecciébn en humanos y
modelos murinos, se ha propuesto que enolasa corresponde a un factor de virulencia
asociado a superficie, a pesar de no contar con una sefial de secrecion en su extremo
amino terminal (Ringqvist, et al., 2008). La enolasa de G. duodenalis posee un alto
porcentaje de identidad con la enolsa a y y de Homo sapiens, Leishmania mexicana,
Trypanosoma brucei y E. histolytica, y tiene los residuos aminoacidicos necesarios para
la actividad de enolasa (H170, E222, K361, H389 y K412), para la cual es necesaria la

unién de dos iones metélicos (Castillo-Romero, et al., 2012).
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Ademas de su funcion metabdlica, se han descrito otras numerosas funciones de
enolasa en multiples organismos. Entre ellas se encuentra fungir como proteina de unién
a acidos nucleicos (Hernandez Pérez, 2011), factor de transcripcion MBP-1
(Subramanian & Miller, 2000), proteina de choque térmico (lida & Yahara, 1985) y de
estrés hipoxico (Aaronson, 1995), ademas de participar en la unién y activacion
secundaria del sistema de regulacion de actividad proteolitica plasminégeno-plasmina
(Donofrio, 2009). Este sistema se ha identificado en una variedad de organismos
bacterianos y protozoarios con gran importancia en el desarrollo de la infeccion,
mecanismos de invasion, metastasis, adhesion y migracién de patégenos (Bernal, et al.,
2004). El sistema plasmindgeno-plasmina requiere la localizacion transitoria o
permanente de enolasa en la superficie del trofozoito, permitiendo su unién con la
proenzima inactiva plasminégeno (ubicua en fluidos corporales) y reclutando activadores
fisioloégicos (tPA, uPA, Stk) que ejercen protedlisis en el plasmindgeno, liberando
plasmina activa con funcién serina-proteasa similar a tripsina, y que efectta proteolisis
sobre las uniones estrechas y matriz extracelular (Diaz-Ramos, et al., 2012). En un
trabajo posterior realizado en nuestro equipo de trabajo, se observo este mecanismo en
trofozoitos de G. duodenalis interactuando con monocapas de lineas celulares IEC-6 y
MDCK. En dicho trabajo se mostr6 ademas que la enolasa de Giardia se localiza en el
disco ventral y la superficie del trofozoito y es responsable del aumento de la generacién
de plasmina activa y de la induccion de apoptosis en las lineas celulares (Barroeta-

Echegaray, Tesis 2013).

Modelos de estudio in vitro para analizar la interaccion Giardia-célula epitelial (IEC-
6, MDCK, Caco-2)

A la fecha no se han definido en su totalidad los mecanismos implicados en el desarrollo
de la infeccién por Giardia y existe un entendimiento limitado de los factores que
participan en ésta. Sin embargo, se conoce que la interaccion entre Giardia y el epitelio
intestinal requiere de la adhesion de los trofozoitos a la superficie de los enterocitos,
proceso descrito como multifactorial (Lujan & Svéard, 2011). En dicho proceso ejercen
gran impacto las estructuras celulares pertenecientes al parasito asi como las moléculas

gue se encuentran en su superficie, o bien, que son secretadas al lumen intestinal.
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Actualmente, es necesario y de gran importancia profundizar en el entendimiento de los
mecanismos que permiten a Giardia sobrevivir a la hostilidad que caracteriza el medio
intestinal en el que se desarrolla la infeccion. La identificacion y caracterizacion de los
factores de virulencia de los numerosos ensamblajes del parasito, asi como la
descripcion de sus efectos y ligandos implicados es indispensable para el cumplimiento
de este objetivo. Para el estudio de la adhesion de los trofozoitos al epitelio del
hospedero, considerado el proceso mas descriptivo de la interaccion Giardia-hospedero
(Lujan & Svard, 2011), se han desarrollado estrategias empleando modelos tanto in vitro

como in Vivo.

Dentro de los modelos experimentales desarrollados in vitro se encuentra el empleo de
lineas celulares tales como IEC-6 las cuales provienen del intestino delgado de rata, son
capaces de sintetizar fibronectina y coldgeno, su crecimiento es inhibido por cortisol y
expresan antigenos de superficie especificos del epitelio intestinal). La linea MDCK
deriva de rifion de un Cocker Spaniel en 1958. Esta ha sido utilizada en el estudio de
virus y de interacciones trans-epiteliales debido a que presentan protuberancias similares
a microvellosidades en su superficie apical y uniones intercelulares La linea Caco-2 fue
aislada de un tumor primario de colon de un hombre caucésico de 72 afios de edad a
través de la técnica de cultivo de explantes. Estas células forman adenocarcinomas
primarios grado Il de colon moderadamente bien definidos en ratén y cuya formacion de

domo, microvellosidades y uniones estrechas ha sido confirmada (Lujan & Svard, 2011).

Estas lineas celulares han sido empleadas para modelar mecanismos implicados en
adhesion de trofozoitos Giardia, tales como la identificacion y descripcion de moléculas
de superficie (usando MDCK e IEC-6, ademas de gerbos) (Hernandez-Sanchez, et al.,
2008), de una proteina similar a la VSP 9B10A (usando MDCK) (Bazén-Tejeda, et al.,
2006), lectinas (con Caco-2 e Int-407) (Pegado y de Souza, 1994), cisteina-proteasas
(con IEC-6) (Rodriguez-Fuentes, 2006), y tubulinas (a través de Caco-2 e Int-407)
(Magne y otros, 1991). Otros estudios se han enfocado en la descripcion de factores
inhibidores de la adhesion y empleando ensayos de co-incubacion, micro-titulacion y
microscopia electronica, usando trofozoitos y células IEC-6. En otros estudios se ha

descrito que tanto las citocalasinas A, B y D, los agentes quelantes (EDTAy EGTA), las
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bajas temperaturas (4°C), como el glutaraldehido reducen de forma significativa la
adhesion (McCabe, et al., 1991). De forma similar, se ha estudiado mediante co-cultivos
de trofozoitos y monocapas de IEC-6 el impacto de la secrecion de cisteina-proteasas
en el proceso de adhesion. En estos estudios se ha encontrado que la exposicion de
trofozoitos de G. duodenalis a las monocapas, incrementa la actividad proteolitica de las
proteinas secretadas en el sobrenadante de interaccion, ademas de que al pre-tratar los
trofozoitos con inhibidores de proteasas E-64 y TPCK previo a la incubacion con IEC-6,
se inhibe la adhesion del parasito a las células epiteliales (Rodriguez-Fuentes, et al.,
2006). Estudios paralelos con Caco-2 incluyen la descripcidbn de otros agentes
inhibidores de la adhesién, como pH &cido, colchicina, mebendazol, manosa-6-fosfato, y
concanavalina, sin observar diferencias entre distintos aislados de Giardia (Katelaris, et
al., 1995). La linea Caco-2 fue empleada en otro estudio en el que se describe el dafio
ocasionado al co-cultivar estas células con trofozoitos de G. duodenalis. En éste se
observé que, al interactuar con la linea celular, los trofozoitos eran capaces de inducir
apoptosis a través de la activacion de caspasa-3. En el mismo estudio se observo
también la abolicion en macréfagos de la induccion de secrecidn de citosinas
inflamatorias GRO e IL-8, proceso relacionado con la incapacidad observada de éstos
para abrogar la induccion apoptética durante la interaccion trofozoito-linea celular. Estos
efectos estan implicados principalmente en dafio y supresion de la respuesta inmune del
hospedero durante la infeccion (Fisher, et al., 2013). El dafio ocasionado por la adhesion
de trofozoitos de G. duodenalis al epitelio intestinal ha sido observado empleando
monocapas de MDCK montadas en camaras Ussing y microscopia electronica de
transmision y barrido, en las cuales es claro el agotamiento focal de microvellosidades a
consecuencia de la adhesion del disco ventral a la superficie apical de las células
(Chévez, et al., 1995).
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Figura 5. Micrografia de una monocapa de células epiteliales MDCK que muestra las
microvellosidades una vez han interactuado con trofozoitos de G. duodenalis. Las lineas
punteadas muestran la zona en la que el disco ventral hizo contacto fisico con la zona

apical de las células. Tomada de (Lujan & Svard, 2011).
Metodologias para el silenciamiento de genes y su importancia

Los estudios funcionales a nivel gendmico han adquirido mayor importancia en los
ultimos afos tras el desarrollo de técnicas de secuenciacion y analisis bioinformatico,
més rapidos y eficientes permitiendo asi identificar secuencias especificas de genes
potenciales, evaluar su expresion a nivel de transcripcion y traduccion, para finalmente
deducir la funcion que desempefia en determinado mecanismo. En el caso del estudio
del mecanismo de virulencia de Giardia (al igual que el de otros patégenos), una vez que
se han identificado, mediante analisis protebmicos, proteinas secretadas o presentes en
membrana plasmatica durante la interaccién parasito-hospedero, es posible dilucidar,
mediante estrategias de silenciamiento de los genes que expresan dichas proteinas, el
impacto o funcidon de cada proteina en el desarrollo de dafio a células epiteliales e

identificarla como un factor de virulencia propia de dicho patégeno.
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Las estrategias de silenciamiento génico de mayor uso en investigacion y desarrollo de
terapias en la actualidad incluyen el empleo de enzimas de ADN (DNAzimas), ARN de
interferencia (ARN antisentido), oligonucléotidos antisentido, oligonucleétidos sefiuelo,
ribozimas, aptameros (Bhindi, et al.,, 2007), y mas recientemente, una variante del
sistema CRISPR-Cas9 llamada CRISPRI (Larson, et al., 2013).

Las DNAzimas son moléculas de ADN catalitico y sintético no observadas en la
naturaleza. La DNAzima que han sido principalmente caracterizada es la perteneciente
al subtipo 10-23, que posee un nucleo catalitico de 15 deoxiribonucleoétidos, dependiente
de cationes que se une a su secuencia de ARN objetivo entre una purina no apareada y
una pirimidina apareada, produciendo mediante una reaccion de des-esterificacion un 2’,
3’-ciclo-fosfato terminal y otro extremo 5’-hidroxilo. El nucleo se encuentra flanqueado
por secuencias complementarias llamadas brazos de union, de 6 a 12 nucleotidos de
longitud que proveen especificidad a la secuencia blanco de ARN. Una vez unida la
DNAzima, se lleva a cabo un proceso de degradacion del ARN por medio de RISC
(Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN), produciendo silenciamiento génico a
nivel post-transcripcional. Este sistema es altamente sensible a pequefios cambios de
secuencia y su eficiencia se ve muy afectada por la presencia de estructuras secundarias
en la molécula de ARN blanco, por tanto, es necesario el disefio de multiples moléculas
para el mismo blanco y evaluar la eficiencia de silenciamiento de cada una. Ademas se
deben incluir modificaciones quimicas como la inclusién de un nucleétido 3’-3’ invertido
en el extremo 3’, o del uso de acidos nucleicos bloqueados (LNAs) que incrementan

afinidad a secuencias complementarias (Santoro & Joyce, 1998).

Los oligonucleétidos antisentido (ASOs) son segmentos de ADN o ARN, de cadena
sencilla y de 15-25 nucleétidos de longitud, capaces de unirse a su ARN mensajero
blanco por medio de puentes de hidrégeno, bloqueando asi su traduccién por
impedimento estérico al movimiento del ribosoma sobre el mensajero, o bien, por la
activacion de RNasa H enddgena que degrada el heteroduplex formado por ADN-ARN
mensajero. Puesto que son de cadena sencilla, los ASOs son puntos de degradacion y
su carga reduce su eficiencia de penetracion a la membrana celular. Para evitar estas

inconveniencias, se han desarrollado estrategias de modificaciéon como la introduccion
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de fésforo-tioato en el esqueleto de fosfatos del ASO, incrementando su vida media, pero
al mismo tiempo, su capacidad de unirse a blancos inespecificos como proteinas,
inhibicion de polimerasas de ADN y RNAsas H. El empleo de LNAs ha contribuido en la

disminucién de estos efectos (Rockwell, et al., 1997).

Los oligonucleodtidos sefiuelo consisten en el empleo de moléculas de ADN de doble
cadena que contienen sitios de union a diversas proteinas, generando inhibicion
competitiva de su union a promotores y de la expresion génica. Existen numerosos tipos,
tales como duplex de oligonucledétidos, oligonucledtidos a-B-anoméricos, duplex con
uniones modificadas por metil-fosfonato y fosforo-tioato, y el uso de
oligodeoxinucledtidos de doble cadena circulares de Dumbbell. Estudios experimentales
han observado en su mayoria bajas eficiencias de silenciamiento al emplear
oligonucleétidos sefiuelo, aunado a su susceptibilidad a degradacion por nucleasas,
capacidad de inducir por si mismos respuesta inmunoldgica del hospedero, y el
requerimiento de altas concentraciones del oligonucleétido para (Lee, et al., 2003)
(Morishita, et al., 1995).

Las ribozimas son moléculas de ARN cataliticas capaces de unirse a su ARN mensajero
blanco y activar su degradacion a través de mecanismos similares al de las DNAzimas,
sin embargo, éstas pueden ocurrir en la naturaleza. Se conocen dos principales tipos,
las “hammerhead” y las “hairpin”, con estructuras secundarias y respuesta catalitica a
cambios en el pH del medio distintas. Al igual que las DNAzimas y los ASOs, las
ribozimas requieren tener acceso a la zona complementaria de su blanco, ademas de la
posibilidad de sustitucién de sus ribonucleétidos por deoxiribonucleétidos en zonas no
cataliticas (Schubert & Kurreck, 2004). A pesar de ser susceptibles a degradacion, las
ribozimas han sido empleadas en numerosos ensayos clinicos como terapia ante
infecciones virales, entre ellas hepatitis C y VIH (Brower, et al., 1998) (Usman & Blatt,
2000).

Los aptameros son ligandos de oligonucleétidos sintéticos derivados de una biblioteca
de secuencias capaces de unirse con alta afinidad a proteinas de union a promotores
gracias a su estructura tridimensional, inhibiendo su funcion, por medio de una seleccion

in vitro. A pesar de ser susceptibles a degradacion, la modificacién de los extremos 2’-
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OH del esqueleto de fosfatos ha propiciado su aplicacién en ensayos clinicos dirigidos al
tratamiento de desordenes degenerativos e infecciones virales (Ulrich, 2006) (Held, et
al., 2006).

Otra de las estrategias recientemente aplicadas para el silenciamiento génico en Giardia
consiste en el bloqueo de la traduccion mediante el uso de morfolinos. Esta técnica es
considerada como efectiva para reducir al minimo la expresién protéica de la mayoria de
los genes blanco, incluidos aquellos con altos niveles de expresion como son las
proteinas de citoequeleto. Recientemente se reporté usando esta metodologia el
silenciamiento una eficiencia de hasta el 80% para el gen de actina,, manteniendo el
efecto desde 8-48 horas posterior al tratamiento (Krtkova & Paredez, 2017). Este sistema
fue implementado para evaluar el papel de la actividad de la enzima Glucosilceramida
transferasa, tanto en el proceso de enquistamiento como en la viabilidad de los quistes
de G. duodenalis. Los resultados de este ensayo mostraron que al silenciar esta enzima,
se abolia la produccion de vesiculas especificas de enquistamiento y se generaban en
su mayoria quistes no viables (Mendez, et al., 2013). Estos estudios se llevaron a cabo
a pesar de que para este sistema se habia reportado ya inespecificidad de blanco y
efectos deletereos en otros organismos (Eisen & Smith, 2008) (Bill, et al., 2009).

Sistema de ARN de interferencia

El descubrimiento del mecanismo de ARN de interferencia (ARN antisentido o
RNAI largo) en Caenorhabditis elegans como sistema de defensa ante infeccion viral en
1998 representd un gran avance en la investigacion por el gran potencial en la
manipulacion de la expresién génica que implico, por tanto, el equipo de trabajo fue
galardonado con el premio Nobel de Medicina en 2006 (Fire, 1998). A pesar de haber
transcurrido ya casi veinte afios de dicho descubrimiento, ARN antisentido sigue siendo
uno de los métodos mas empleados y con mayor eficiencia de silenciamiento génico,
tanto en aplicaciones para la investigacion como para el desarrollo de terapias y ensayos

clinicos.

El mecanismo es similar al observado con las ribozimas, en el cual se induce la
destruccion de un ARN mensajero blanco mediante la union de una secuencia

complementaria de ARN sintético para formar un daplex. En ARN antisentido, el ARN de
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doble cadena interactia con la endoribonucleasa DICER (miembro de la familia de
RNasa Ill) que genera cortes en ambas cadenas para formar fragmentos de 21-23
nucleotidos generando overhangs en el extremo 3’, mismos que posteriormente entran
en el complejo multinucleasa RISC, el cual se encarga de desdoblar el daplex para
obtener cadena sencilla y dirigir la secuencia, por medio de la proteina Argonauta, hacia
su blanco por medio de complementariedad de bases Watson-Crick. Esta union
desencadena el silenciamiento mediante diversos mecanismos como son la degradacion
inducida del ARN mensajero en los cuerpos P citoplasmaticos reduciendo el numero de
transcritos traducibles, el bloqueo de la union del factor de inicio de la traduccién e-IF al
5’-cap y de la subunidad 60S ribosomal, bloqueo y retraso de la elongacion durante la
traduccién, asi como el reclutamiento de histona metil-transferasas al locus genémico
correspondiente para convertirlo en heterocromatina, como parte del complejo de
silenciamiento transcripcional inducido por ARN (RITS). Los principales componentes del
complejo de carga del ARN de doble cadena a RISC son la proteina DICER, la proteina
de unidn a ARN de respuesta transactivadora al virus de la inmuno-deficiencia humana
(TARBP2), y la proteina Argonauta 2 (Rayburn & Zhang, 2008). Este mecanismo se
describid recientemente como el responsable de la variacion antigénica de las VSP en
G. duodenalis, asi como el impacto en la expresion de mdultiples formas de VSP en

células individuales (en lugar de uno solo) al silenciar dicho sistema (Prucca, et al., 2008).
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Figura 6. Mecanismo de degradacion del ARN mensajero por el complejo DICER-RISC.

Tomada de (Lomas-Neirea, et al., 2008).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

El estudio de la patogenicidad de organismos protozoarios y los factores de virulencia
que participan en el desarrollo de la infeccion han tomado ventaja del empleo de los
sistemas de silenciamiento descritos anteriormente a través de los afios. Particularmente
en G. duodenalis, un descubrimiento de gran impacto para el entendimiento de su
mecanismo de evasion al sistema inmune se logro al describir que la variacion antigénica
producto de la expresion de los ~228 genes completos que codifican para VSPs ocurre
gracias a la participacion de un sistema dependiente de DICER, Argonauta y una
polimerasa de ARN ARN-dependiente, proteinas propias del sistema de ARN antisentido
(Prucca, et al., 2008). No obstante, este sistema habia sido descrito ya en otras especies
parasiticas como T. brucei (Ngo, et al., 1998), Plasmodium falciparum, Toxoplasma
gondii (Militello, et al., 2008) y E. histolytica (Solis & Guillen, 2008). Posteriormente se
demostraria en G. duodenalis que la transfeccion de vectores para la sintesis endégena
de ARN largos de doble cadena secuencia-especificos induce un potente silenciamiento
de la expresion de las subunidades medias de adaptinas, de la ARN polimerasa
dependiente de ARN, y de la proteina verde fluorescente (GFP) exdgena (Rivero, et al.,
2010). De forma similar, se disefi6é un vector para el silenciamiento por ARN antisentido
del gen que codifica para NADH oxidasa (NADHox) en G. duodenalis, mostrando un
silenciamiento del 80% de la expresion de la proteina y una reduccién en la proliferacion
celular a partir de las 60 horas, concluyendo que NADHox podria ser utilizada como
blanco potencial para el desarrollo de nuevas terapias (Marcial-Quino, 2013).

El empleo de ARN antisentido como herramienta para el silenciamiento génico se ha
extendido a especies como E. histolytica, describiendo la importancia de genes como los
qgue codifican para las proteinas EhILWEQ y EhBAR en fagocitosis y, por tanto, en su
mecanismo de virulencia (Sateriale, et al., 2016). Un enfoque similar en el mismo parasito
permitié dilucidar la importancia de los genes del complejo cisteina-proteasa-adhesina
(EhCPADH y EhADH) en su mecanismo citopatico, observando la reduccion de la
virulencia de los trofozoitos tanto in vitro como in vivo como la consecuencia del
silenciamiento de dichos genes (Ocadiz-Ruiz, et al., 2016). Empleando el sistema ARN

antisentido en T. brucei fue posible describir que la modificacion de deoxi-hipusina del
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factor de iniciacion de la traduccion 5A (elF5A) es esencial para el crecimiento y
expresion de las proteinas polipropiladas del paréasito, definiéndolas como posibles
blancos terapéuticos (Nguyen, et al., 2015). Asi mismo, se encontrd que el silenciamiento
por ARN antisentido de la proteina IC138 del brazo interno de T. brucei causa motilidad
deficiente y desapego flagelar (Wilson, et al., 2015). Ademas de ello, ensayos in vitro e
in vivo con modelos murinos infectados con indculos de P. falciparum en los que se
silencié la expresion de las proteinas DHS y elF5A a través de ARN antisentido
desarrollaron una parasitemia reducida a los 9 dias de infeccion, demostrando que
dichos genes son de gran importancia para la proliferacion del parasito (Schwentke, et
al., 2012).
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JUSTIFICACION

La elevada frecuencia de giardiasis a nivel mundial requiere profundizar en la
identificacion de los factores de virulencia de este pardsito, asi como en el conocimiento
de los mecanismos que participan en la interaccion de estos con los elementos del
hospedero. En particular nuestro grupo de investigacion ha estudiado la catepsina tipo B
y la enolasa de Giardia duodenalis como posibles factores de virulencia. El empleo de
técnicas moleculares para silenciamiento génico de estas proteinas como es el sistema
de ARN antisentido, permitira confirmar el papel que pueden tener estos factores de
virulencia de G. duodenalis al emplear modelos in vitro (interaccion con células

epiteliales).
HIPOTESIS

Si la catepsina tipo B y la enolasa de Giardia participan en el dafio a monocapas de
células epiteliales entonces el silenciamiento de los genes que las codifican empleando
la metodologia de ARN antisentido permitird determinar si estas proteinas pueden ser

consideradas como factores de virulencia de Giardia.
OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto del silenciamiento de los genes de la enolasa y de la catepsina tipo B

de Giardia empleando modelos de interaccion con células epiteliales.
Objetivos especificos

e Disefiar y clonar plasmidos con el sistema ARN antisentido para el silenciamiento
de los genes de catepsina tipo B y de enolasa de G. duodenalis.

e Determinar la efectividad del sistema de ARN antisentido en el silenciamiento de
los genes de de Catepsina tipo B y de enolasa de G. duodenalis.

e Determinar el efecto del silenciamiento de los genes de la catepsina tipo B de G.

duodenalis empleando modelos de interaccion con células epiteliales.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencidn del vector para construccion del
Sistema de ARN antisentido en G. duodenalis

I |
4 Disefio de los oligonucleétidos y obtencion
del inserto reverso complementario para los
genes Enolasa y Catepsina tipo B de G.
\ duodenalis )
[ |
i Clonacion, verificacion y transfeccion de los )
plasmidos de ARN antisentido en trofozoitos
de G. duodenalis C99 (Enolasa) y WB
\transfectados con PAC-CatB (Catepsina tipo B) Y,

Evaluacion de la eficiencia del
silenciamiento especifico mediante
Western Blot

\

Ensayo de interaccion de G. duodenalis con el
gen de Catepsina tipo B silenciado en monocapas
de IEC-6.

Evaluacion del dafio en
monocapas de IEC6.

La estrategia que se siguidé en este proyecto consistid en la construccion de vectores
inducibles para el silenciamiento individual de los genes de Enolasa y Catepsina B de G.
duodenalis, por medio del sistema de ARN antisentido, empelando un total de cuatro
vectores distintos (1 vector/gen/sistema). Para ello fue necesario disefar
oligonucledtidos con el objetivo de amplificar por medio de PCR el inserto necesario para
cada gen y sistema. Una vez hecho esto, se transfectd cada vector por separado en
trofozoitos de G. duodenalis y se evaluo la expresion post-induccion de los elementos
propios de cada sistema. Para el caso particular del gen de Catepsina tipo B, se
transfectaron trofozoitos WB de que contenian ya un plasmido PAC para sobreexpresion
de Catepsina tipo B con una etigueta FLAG, mientras que para el gen de Enolasa, se
emplearon trofozoitos de C99 tipo silvestre para la transfeccion. Posteriormente, se

analizé y cuantifico el silenciamiento génico provocado para cada uno de los genes a
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través de Western Blot. Finalmente, se realizaron ensayos de interaccion de trofozoitos
con monocapas de células IEC-6 para evaluar el efecto del | sistema de silenciamiento
de Catepsina tipo B en estos. En los experimentos se incluyeron como controles
trofozoitos con alta o con muy baja expresion de la Catepsina B. El dafio se observo
mediante microscopia O6ptica para el caso de las monocapas de IEC-6 y los

sobrenadantes de interaccion se analizaron por medio de zimogramas.
MATERIALES Y METODOS

Disefio de oligonucleétidos para ARN antisentido y obtencion de secuencias

antisentido

El silenciamiento por ARN antisentido se llevé a cabo empleando el vector pNlop4,
amablemente proporcionado por el equipo de trabajo de la Dra. Rosa Maria Bermudez
Cruz, quien a su vez lo recibi6 del Dr. Alex Paredes, Universidad de Washington. Este

vector en su estructura contiene, entre los de mayor relevancia, los siguientes elementos:

e Un operon conformado por un promotor P1 para expresion en Giardia duodenalis
e inducible por tetraciclina mediante sitios de unién al represor (operadores:Tetl
y Tet2), asi como el represor de Tet.

e Una secuencia que codifica para la proteina cinasa de serina-treonina PAK1 la
cual es eliminada para nuestros propositos.

e Una secuencia que codifica para tres etiquetas de c-Myc en el extremo 5’ del gen
PAK1.

o Latranscripcion de los elementos anteriores esta regulada por el promotor
P1.

e Un casete de resistencia a ampicilina para la seleccion de cultivos bacterianos de
Escherichia coli transformados con el vector en cuestion.

e Un casete de resistencia a geneticina (neomicina) para la seleccion de cultivos de

G. duodenalis transfectados con el vector.

34



AmpR
Ran promoter i’

Neomycin R Nlond 3Mvc PAK P1
piiop ye Tet1

7619 bp
Tet2

HindIII (2310)
A Start

Tet/repressor IxMYC
3xMYC(1)

BamHI (4164) BspEl
Pak/stop Pak/Start
Primer pak Pak1
Pak3 Pak4
Pak2 Figura 7. Mapa del vector pNlop4.

El gen PAK1, aunado a la secuencia codificante para las etiquetas de c-Myc, se
encuentran flanqueados por sitios de restriccion Hindlll cercano al extremo 5’ del casete,
y BamHI cercano al 3’. Este gen proviene de aplicaciones previas del vector, mismas que
no son relevantes para los objetivos de este proyecto. Debido a ello, se utilizaron estos
mismos sitios de restriccion para la clonacion de la secuencia reverso-complementaria
de cada uno de los genes que se silenciaron, aprovechando de igual manera su posicién

respecto al promotor P1.

Para la obtencion de las secuencias anti-sentido se realiz6 el disefio de oligonucle6tidos
dirigidos a la secuencia reverso-complementaria de cada gen. Esto se llevo a cabo con
el apoyo del programa Oligo7. Ambos pares de oligonucleétidos contienen en el extremo
5’ un sitio de restriccion Hindlll y en el 3’ un sitio BamHI. Estos oligonucleotidos fueron

sintetizados quimicamente a través de un proveedor comercial.

Una vez obtenidos los oligonucleétidos, las secuencias anti-sentido se obtuvieron a partir

de DNA gendmico de G. duodenalis C99 mediante PCR punto final.
Las condiciones empleadas para la PCR fueron las siguientes:
Reactivos:

e ADN genomico de Giardia duodenalis WB: 1 pL
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e ADN polimerasa Pfx Platinum: 1 yL
e Buffer Pfx 10X: 2.5 pL

e DNTPs: 10 mM: 1 pyL

e Oligo Forward (10 mM): 1 pL

e Oligo Reverse (10 mM): 1 uL

e Agua ultrapura (MiliQ): 17.5 uL

Total Rx: 25 pL
Protocolo para amplificacion del gen Enolasa (G1:159118233, 1284 pb)

1. 5min @ 95°C

2. [40s @ 95°C,45s @ 63°C, 77 s @ 72°C] x34 ciclos
3. 5min@ 72°C

4., » @ 4°C

Protocolo para amplificacion del gen de Catepsina tipo B (GI:159109222, 908 pb)

1. 5min @ 95°C
2. [40s @ 95°C, 45 s @ 64°C, 55 s @ 72°C] x34 ciclos
3. 5min@ 72°C
4., » @ 4°C

Posteriormente, se verificd el tamafio de ambos amplificados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X.

Preparacién de células quimiocompetentes de Escherichia coli AH5a

Para los ensayos de transformacion de los vectores que se construyeron durante el
proyecto, se emplearon células quimiocompetentes de E. coli AH5a, mismas que se

prepararon empleando el siguiente protocolo.

1. Se incubd una semilla de 5 mL de medio LB inoculado con la cepa bacteriana
durante toda la noche en agitacion a 37°C.
2. Se tomd una alicuota del cultivo semilla (500 pL) para inocular 50 mL de LB y se

incub6 en agitacion a 37°C. Durante este periodo, se tomaron muestras del
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cultivo homogenizado para lectura de densidad 6ptica a 600 nm en intervalos de
20 minutos.

3. Una vez que el cultivo alcanzé una densidad optica de entre 0.4 y 0.7, se enfrid
el cultivo en hielo por 10 minutos y posteriormente se centrifugd a 3825 x g
durante 15 minutos a 4°C.

4. La pastilla obtenida se resuspendi6 en 1 mL de CaCl: 0.1 M estéril,
posteriormente se agregaron 24 mL mas de este reactivo. Esta mezcla se incubo
en hielo durante 1 hora.

5. Se centrifug6 la resuspension a 1700 x g durante 10 minutos a 4°C.

La pastilla obtenida se resuspendié en 500 pL de una solucién estéril de CaClz
0.1 M con 20% glicerol anhidro.

7. Del volumen obtenido se realizaron alicuotas de 50 pL en tubos de 1.5 mL para

ser usadas en el momento, de lo contrario, se almacenaron en ultracongelador

para usarse en un periodo no mayor a un mes.
Clonacién en el vector de transicion pJET1.2/Blunt

Una vez obtenido el fragmento antisentido para cada gen, se purificé la banda del tamafio
correspondiente desde gel de agarosa mediante un kit comercial, siguiendo el protocolo
especificado en el producto. El ADN purificado se empled en una reaccién de clonacién
en el vector de transicion pJET1.2/Blunt (Thermo Scientific #K1231) siguiendo la
metodologia descrita para ello. Se transformaron 50 ng (1 pyL) de la reaccion de ligacién
en una alicuota de 50 pL de células quimiocompetentes de E. coli Ah5a. Se incubd la
mezcla durante 30 minutos en hielo y se realiz6 un choque térmico a 42°C durante 60
segundos. Posteriormente, se incubaron las células en 450 pL de medio LB precalentado
a 42°C durante 1 hora en agitacion, esto con el objetivo de recuperar la viabilidad de las
células transfectadas posterior al choque. Una vez transcurrido el tiempo, se plagued
todo el medio distribuido en alicuotas de distintos volumenes en medio LB agar
adicionado con ampicilina, mismas que se incubaron toda la noche a 37°C para observar

colonias candidatas.

37



PCR de colonias candidatas

Con el proposito de seleccionar aquellas colonias que fueron exitosamente
transformadas con el vector de transicion y que contuvieran el inserto antisentido, se
prepararon tubos con reacciones de PCR correspondientes a cada gen como se describe

a continuacion.
Reactivos:

e ADN Tag polimerasa: 0.2 pL

e Buffer Pfx 10X: 1 pL

e DNTPs: 10 mM: 0.5 pL

e Oligo Forward (10 mM): 0.5 pL
e Oligo Reverse (10 mM): 0.5 uL
e Agua ultrapura (MiliQ): 7.3 pL

Total Rx: 10 pL

En ellos se inocul6 una asada con minima biomasa de cada colonia por tubo previamente
etiquetados y se llevd a cabo la reaccion de PCR en las condiciones correspondientes a
cada gen, descritas con anterioridad. Las reacciones obtenidas se analizaron mediante
gel de agarosa donde se observé la presencia de una banda de tamafio correspondiente
al amplificado del gen en cuestion y, de ser asi, considerar la colonia seleccionada como

positiva.
Clonacién en el vector pNlop4

El vector de transicion obtenido con cada una de las secuencias anti-sentido (inserto)
fueron digeridos de forma secuencial con las enzimas Hindlll y BamHI a la par del
plasmido pNlop4. Se llevé a cabo una reaccion de ligacion empleando T4 DNA ligasa y
una proporcion 1:3 vector-inserto. En este ensayo se incluyeron ademas dos controles
de ligacién, uno de los cuales no incluyd inserto mientras que el otro consistié en el
plasmido sin digerir (super-enrollado). Ambos controles y la reaccion con el inserto se
transformaron independientemente por choque térmico como se describié anteriormente

en células gimiocompetentes de E. coli Ah5a, mismas que fueron inoculadas en medio
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Luria sélido adicionado con ampicilina para el conteo de colonias post-incubacién. Dicho
conteo permitié determinar la cantidad de colonias candidatas potenciales obtenidas de
la transformacion. Una vez que la suma del numero de colonias provenientes de los
controles fue menor a la cantidad obtenida de la reaccion con el inserto, se continu6 a
realizar la inoculacion individual de cada colonia candidata en caldo Luria més ampicilina
para realizar la extraccion del plasmido y observar su tamafio en contraste con el del
plasmido super-enrollado y el del plasmido digerido sin ligar, esto mediante electroforesis
en gel de agarosa. Se seleccionaron solo aquellas colonias cuyo plasmido extraido haya
generado el tamafio de banda esperado de la ligacion del inserto, mismas que fueron
cultivadas de nuevo en caldo Luria mas ampicilina para extraer suficiente cantidad de

pNlop4+inserto antisentido para realizar la transfeccion del mismo en G. duodenalis C99.

Paralelamente se realiz6 un ensamble y analisis de los resultados de secuenciacién
obtenidos por el equipo de trabajo que proporciond el vector mediante el programa
DNAbaser <http://www.dnabaser.com/> con el fin de evaluar que todos los elementos de

expresion del inserto antisentido se encontraran integros.
Transfeccion de trofozoitos de G. duodenalis con el vector

Se realizd una transfeccién del vector obetenido pNlop4+inserto antisentido purificado
en trofozoitos de G. duodenalis cepa C99 tipo silvestre para el vector de silenciamiento
dirigido al gen de enolasa, y trofozoitos de G. duodenalis WB previamente transfectados
con el vector VSP9B10A-PAC para sobreexpresion de Catepsina tipo B etiqguetada con
FLAG que le provee resistencia a puromicina. La utilizacion de estas cepas en particular
se debi6é a que se cuenta con ellas en nuestro equipo de trabajo y ha sido confirmado
experimentalmente que éstas no cuentan con resistencia a geneticina. Estos trofozoitos
fueron previamente cultivados en medio liquido TYS-31 adicionado con suero fetal de
ternera al 10% v/v (des-complementado a 56°C por 30 minutos) y una mezcla antibiéticos
y anti-micético al 1% v/v (10,000 U/mL de penicilina, 10,000 ug/mL de estreptomicina y
25 pg/mL de anfotericina B), a 37°C hasta alcanzar una confluencia aproximada del 70%.
Previo a la transfeccion, se realizé un conteo de los trofozoitos empleando una camara
de Neubauer, en la que se coloco 10 puL de una dilucion 1:10 del cultivo para
posteriormente promediar el conteo de los 4 cuadrantes y multiplicar por 1x10° para
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obtener el numero de células por mL de cultivo. La transfeccion se realiz6 mediante
electroporacion, utilizando al menos diez millones de células en un volumen no mayor a
300 pL del medio mencionado sin suero afiadido y 50 pg de plasmido, mientras que la
seleccion de las células transfectantes se realiz6 afiadiendo geneticina (concentracion
final 0.2 mg/mL), esto una vez pasadas 24 horas de incubacion axénica a 37°C en medio,
se afiadio el antibiotico de seleccion de células transfectantes, 200 pg/pL concentracion
final de geneticina para trofozoitos transfectados tanto con el vector de silenciamiento de
Enolasa como para Catepsina tipo B, y 160 pg/uL concentracion final adicional de
puromicina para los transfectados para silenciamiento de Catepsina tipo B. Se incluy6 un
control negativo de transfeccién (agua ultrapura en sustitucion del plasmido) para evaluar
la efectividad del agente de seleccion. Tanto los controles como los cultivos transfectados
con el vector fueron comparados 48 horas posteriores a la adicion del antibiético para
comparar la viabilidad de las células. El resultado esperado es el abatimiento de las
células del cultivo control y el aumento del conteo celular en los cultivos con las células

transfectadas con el vector.
Evaluacion de la eficiencia de silenciamiento especifico

Una vez obtenidos cultivos de trofozoitos transfectados con la construccion
correspondiente para cada sistema de silenciamiento, se procedi6 a realizar la induccion
de los mismos con doxiciclina (analogo de tetraciclina) para el ensayo preliminar a la
cinética de silenciamiento. Para ello, se dispuso de cinco tratamientos por duplicado,
cada uno correspondiente a un cultivo con trofozoitos transfectados con el vector de
silenciamiento inducidos con doxiciclina a concentraciones de 0 (no inducido), 1, 5, y 10
Mg/uL respectivamente, y un cultivo control sin dicho vector. Estos cultivos fueron
incubados durante 12 horas y posteriormente procesados para extraccion de proteinas.
Esto con el objetivo de determinar con cual concentracion de doxiciclina se observa
mayor reduccion en la expresiéon de la proteina blanco del silenciamiento comparado con

el control y el tratamiento no inducido.

Los reactivos empleados, asi como protocolo seguido para la extraccion de proteinas

fueron los siguientes:

Reactivos
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e PBS 10X

©)

(@]

80 g NaCl

2 g KCl

14.4 g NazHPO4

2.4 g KH2PO4

Disolver en 1 L para stock.

Realizar diluciéon 1X para uso.

e RIPA1X

©)

o

Tris HCI 50 mM pH=8

NaCl 150 mM

SDS 0.1%

Desoxicolato de sodio 0.5%

Triton 1%

Preparar solucién stock.

Tomar 7 mL y disolver 1 tableta de inhibidor de proteasas Complete para
uso en extraccion de proteinas de Giardia.

Almacenar a 4°C.

de carga Laemmli 5X

125 uL Tris 1 M

400 pL SDS 10%

200 pL Glicerol anhidro

5 mg Azul de bromofenol

Disolver en 1.8 mL de agua ultrapura.

Realizar 2 alicuotas de 900 pL y afiadir a cada una 100 uL de B-
mercaptoetanol.

Proteger de la luz.

Procedimiento

1. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, el cultivo de trofozoitos

correspondiente a cada tratamiento se enfrié en hielo durante al menos 1 hora.
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2. Se centrifugo el cultivo a 2150 x g durante 15 minutos a 4°C y se descart6 el medio
sobrenadante.

3. La pastilla se resuspendi6é en 500 pL de PBS 1X y se trasladoé con micropipeta a
un tubo de 1.5 mL.

4. Se centrifugd el tubo a 6800 x g durante 5 minutos a 4°C y se descarté el
sobrenadante.

5. Se repitieron dos veces mas los pasos 3 y 4 para retirar todo residuo del medio
de cultivo.

6. La pastilla obtenida al final de los lavados se resuspendié en 100 pL de RIPA 1X
adicionado con Complete.

7. Las células se incubaron en hielo durante 25 minutos, agitando levemente cada 5
minutos o de forma continua en shaker.

8. Unavez transcurrido el tiempo, se apart6 una alicuota de 10 pL de la resuspension
para la cuantificacion de proteinas.

9. Al resto se le afiadio un volumen adecuado de buffer Laemmli 5X para quedar a
una concentracion final de 1X.

10.Se homogenizo6 la mezcla y se hirvié a bafio Maria durante 5 minutos. Una vez
hecho esto, la mezcla quedo lista para ensayos de electroforesis.

11.De no utilizarse, la mezcla se almacendé en ultracongelador.

Para la cuantificacibn de proteina total en cada muestra, se realiz6 un ensayo
colorimétrico en una placa de 96 pozos, en los cuales se colocaron 10 uL de cada una
de las muestras por duplicado. Para la curva de calibracion se empled una solucion
estandar de 2 mg/mL BSA y seis diluciones consecutivas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 164,
1:128) con RIPA como el resto de los puntos de la curva, asi como un blanco sélo con
buffer RIPA, estos también por duplicado. Una vez dispuestas todas las muestras, el
blanco y la curva de calibracion, se afiadieron a cada pozo 200 pL de una mezcla 50:1
de los reactivos A y B respectivamente, del kit comercial Pierce BCA Protein Assay
(Thermo Scientific, #23225) para cuantificacion de proteinas por acido bicinconinico, y
se incubo la placa durante 30 minutos a 37°C, en agitacion ligera y protegida de la luz.
Habiendo transcurrido el tiempo de incubacion, se leyeron las absorbancias de cada

pozo en la placa a 562 nm por medio de un espectofotbmetro UV-Vis. Las lecturas
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obtenidas de la curva de calibracion se normalizaron contra el blanco y se graficaron
absorbacia en el eje Y y concentraciéon en el eje X. La funcién obtenida de la forma
y=mx+b a partir de la curva se empled para determinar la concentracion protéica de las

muestras por medio de extrapolacion.

Para visualizar el resultado del ensayo preliminar de induccion, se realizé un ensayo de
Western blot empleando geles SDS-PAGE al 10% donde se cargaron 35 ug de proteina
por muestra (tratamientos y control), junto con 4 puL de marcador de peso molecular para
proteinas Dual Color (BioRad, #161-0374). La corrida electroforética se realizé a 100 V,
400 mA 'y 60 W durante 1 hora y 45 minutos. Posteriormente, la transferencia se realizo
a membranas de nitrocelulosa a 100 V, 400 mA y 60 W durante 1 horay 15 minutos. Una
vez terminada la transferencia, se tifieron las membranas con rojo de Pounceau para
comprobar que la transferencia fuera exitosa y no hubiese degradacion protéica. El
colorante fue removido mediante buffer TBS-T (24.2 g Trizma base y 80 g NaCl disueltos
en un litro de agua, diluir 1:10, afiadir 1 uL de Tween 20 por cada mL de solucion). A
continuacion, se bloguearon las membranas de nitrocelulosa durante 1 hora usando una
solucién al 10% de leche en polvo libre de grasa en TBS-T. Transcurrido el tiempo de
blogueo, se incubaron las membranas durante 12 horas a 4°C con el anticuerpo primario
anti-FLAG monoclonal (Sigma-Aldrich) dilucion 1:1000 en 7% leche-TBS-T para el caso
de Catepsina tipo B, y con el anticuerpo policlonal monoespecifico anti-enolasa de
Giardia (preparado en nuestro equipo de trabajo) en una dilucién 1:100 en 7% leche-
TBS-T. Posteriormente, se lavaron las membranas con TBS-T a periodos de 5 minutos
cada uno, luego se incubaron con el anticuerpo primario anti-tubulina a las mismas
condiciones gue en la incubacién anterior. Terminada la incubacién, se realizaron otros
tres lavados y se prosiguio a incubar las membranas con el anticuerpo secundario anti-
Igs de raton acoplado a peroxidasa (GE-Healthcare) dilucién 1:20000 en 7% leche-TBS-
T. Previo al revelado, las membranas se lavaron tres veces mas con TBS-T. El revelado
se realizé a 1, 2 y 5 minutos de exposicion con peliculas Medical X-ray General Purpose
Blue (Kodak, REF 6040331).

El resultado del ensayo se emple6 para determinar la concentracién 6ptima de doxiciclina

para la cinética de silenciamiento, la cual fue de 10 pg/pL. Para el siguiente ensayo
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preliminar, se realizé de nuevo la induccion con doxiciclina pero esta vez incubando a 0,
2, 4 y 6 horas post-induccién, utilizando concentraciones de 0 (sin inducir) y 10 pg/uL
para las células transfectadas con el vector de silenciamiento, e incluyendo un control de
células tipo silvestre para Enolasa y transfectadas con el vector de sobreexpresion PAC
para Catepsina tipo B para cada uno de los tiempos. La extraccidon y cuantificacion de
proteinas se realizaron de la misma forma que fue anteriormente descrita, al igual que la

corrida electroforética, transferencia, incubacion con anticuerpos y revelado.

La eficiencia de silenciamiento especifico para cada gen se determind mediante un
analisis densitométrico utilizando el programa Image-J del National Institutes of Health
<https://imagej.nih.gov/>, en el cual se compararon la intensidad de las bandas
correspondientes a cada proteina de interés con las del tratamiento sin inducir y su
control respectivo al tiempo correspondiente, habiendo sido todas normalizadas contra
la banda del control de carga.

Ensayos de interaccion con monocapas de células IEC-6

Con el fin de evaluar el dafio causado por los trofozoitos transfectados con los vectores
de silenciamiento, se realizaron ensayos de interaccion con monocapas de células IEC-
6 (ATCC CRL1592). Para ello, esta linea celular se cultivd en cajas para cultivo celular
de 25 cm? adicionadas con medio minimo esencial Dulbeccos Eagles modificado
(DMEM), (GibcoBRL) suplementado con 10% suero fetal bovino (HyClone), una mezcla
de antibidticos/antimicoticos 100x (HyClone) al 1%, glutamina al 0.1% e incubadas a
37°C y 5% COo.. El medio fue reemplazado cada tercer dia. Posteriormente, se realizé la
tripsinizacion de los cultivos confluentes (Sigma Trypsin 1:250 de pancreas porcino)
durante 5 minutos y una alicuota de 100 pl. A continuacién se transfirieron a cajas nuevas
con medio fresco para renovar los cultivos. Para el ensayo, se sembraron células IEC6
en fase exponencial de crecimiento en placas de 24 pozos (~500,000 células por pozo),
en cuyo fondo se colocaron cubreobjetos estériles y se incubaron durante 48 horas a
37°C y 5% de CO2 en medio DMEM completo con el fin de obtener capas confluentes.
En los ensayos de adhesion con monocapas de células IEC-6 estas se co-cultivaron con
2x10% trofozoitos transfectados con los respectivos vectores de silenciamiento,

resuspendidos en 500 pL de medio DMEM sin suero por pozo. La interaccion se llevo a
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cabo durante 2 horas a 37°C y 5% de CO2. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion,
los sobrenadantes de interaccion se recuperaron de cada condicion y se centrifugaron a
250 x g durante 10 minutos a 6°C para remover los trofozoitos. El sobrenadante obtenido

fue empleado en zimogramas para determinar la actividad proteolitica del mismao.
Zimogramas para evaluar actividad proteolitica

Para evaluar la actividad proteolitica de los sobrenadanes obtenidos de la interaccién de
los trofozoitos con las células IEC-6, se realizaron zimogramas empleando geles de
poliacrilamida preparados con una soluciéon de gelatina al 2%. Estos geles se
renaturalizaron durante 1 hora con 50 mL de triton X-100 2.5% v/v. Posterior a ello, se
lavaron 3 veces con agua bidestilada con la finalidad de remover exceso de detergente.
A continuacion, se incubaron los geles durante 16 horas a 37°C con una solucion de
acetato de sodio 0.1 M pH=5.5 mas 10 mM de DTT, para luego realizar lavados con agua
bidestilada, seguidos de una tincidén con azul de Coomassie (Coomassie R-250 0.125%

en 50% metanol y 10% acido acético) durante toda la noche.
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RESULTADOS

Disefio de oligonucleétidos para ARN antisentido y obtencion de secuencias

antisentido

Con el objetivo de obtener el inserto antisentido (reverso-complementario) tanto del gen
de Catepsina tipo B (Gl:159109222) como el de Enolasa (GIl:159118233) de G.
duodenalis, se disefiaron oligonucledtidos a partir de las secuencias reportadas de los
genes mencionados, asi como con el apoyo del software Oligo7. En dichos disefios se
incluyeron las secuencias correspondientes a los sitios de corte para las enzimas de
restriccion Hindlll (AAGCTT) en el oligonucleétido Forward, y BamHI (GGATCC) en el
oligo Reverse, esto con el fin de utilizarlos durante las reacciones de digestion para
asegurar la obtenciébn de los respectivos insertos para clonaciébn en la direccion
antisentido. A continuacién, se muestran las secuencias correspondientes a dichos

disefios.

Catepsina tipo B:

A-CatB-F2:
GCTAAGCTTCGAAGAAGCCCGCATAGGCC
A-CatB-R2:
TCGGGATCCGCTCTTTCTCCTCGCCGCTG
Enolasa:

A-Eno-F1:
GCTAAGCTTTTAGCGCAGCGCTCAGAGCG
A-Eno-R1:
TCGGGATCCGGCTCCGTCTACGATCAAGGC

Estos oligonucleotidos generan amplificados de 908 pb para Catepsina tipo B y 1284 pb
para Enolasa.
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Para corroborar que estos oligonucleétidos no amplificaran blancos inespecificos a partir
del genoma de Giardia, se realizd una busqueda por medio de la plataforma BLASTnh <
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch>, utilizando estas
secuencias como entrada de datos. El analisis arrojé que el unico alineamiento con un
valor esperado (E Value) lo suficientemente bajo y una puntuacién méaxima (Max score)
lo suficientemente alta para descartar la posibilidad de coincidencia en el alineamiento
por azar fueron alineamientos con los respectivos genes para los cuales fueron

disefiados los oligonucleotidos, como se observa en las figuras 8-11.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments O
Description S’::j; ST:(;?; (jgfg el Ident Accession

[] Giardia lamblia ATCC 50803 Cathepsin B precursor (GL50803 14019) mRNA, complete cds 421 421 72% 3e-05 100% XM 001704825.1

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Protein 21.1 (GL50803_17613) mRNA, complete cds 263 263 44% 1.7 100% XM_001709819.1

Figura 8. Resultados de la plataforma BLASTn para el oligonucleétido A-CatB-F2, donde

se muestran los dos resultados con menor valor esperado y mayor puntuacion maxima.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
i1 Alignments O

Max Total Que E
Description i/ Ident Accession
score score cover value

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Hypothetical protein (GL50803_37275) mRNA_ complete cds 401 585 68% 1e-04 100% XM_001704826.1
[ Giardia lamblia ATCC 50803 Cathepsin B precursor (GL50803 14019) mRNA, complete cds 401 585 68% 1e-04 100% XM 0017048251
[ Giardia lamblia ATCC 50803 Cathepsin B precursor (GL50803_16779) mRNA_ complete cds 401 401 68% 1e-04 100% XM_001704530.1
[ Giardia lamblia ATCC 50803 Spindle pole protein, putative (GL50803 24122) mRNA, complete cds 302 892 65% 0.11 100% XM 001707716.1

Figura 9. Resultados de la plataforma BLASTn para el oligonucleétido A-CatB-R2, donde
se muestran los cuatro resultados con menor valor esperado y mayor puntuacion
maxima.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected 0

i1 Alignments O
Description Sr::::e sTcOotrael 355;? VaIEue |dent Accession

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Enolase (GL50803_11118) mRNA_complete cds 401 585 68% 1e-04 100% XM 0017092841

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Hypothetical protein (GL50803_13671) mRNA, complete cds 302 302 51% 011 100% XM_0017044541
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Figura 10. Resultados de la plataforma BLASTn para el oligonucleétido A-Eno-F1, donde

se muestran los dos resultados con menor valor esperado y mayor puntuacién maxima.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

% Alignments o

Max Total Query E
Description Ident Accession
score score cover value

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Hypothetical protein (GL50803_20276) mRNA, complete cds 421 421 70% 3e-05 100% XM_001709285

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Enolase (GL50803 11118) mRNA, complete cds 421 605 100% 3e-05 100% XM 00170

[ Giardia lamblia ATCC 50803 Metallo-beta-lactamase superfamily protein (GL50803 14392) mRNA, complete cds 263 263 43% 1.7 100% XM_001708021.1

Figura 11. Resultados de la plataforma BLASTn para el oligonucleotido A-Eno-R1, donde

se muestran los tres resultados con menor valor esperado y mayor puntuaciéon maxima.

Una vez descartada la posibilidad de obtener blancos inespecificos de amplificacion, se
prosiguio a solicitar la sintesis quimica de los oligonucleotidos a un proveedor comercial.
Al recibirlos en forma liofilizada, se resuspendieron de acuerdo a las indicaciones
presentes en el reporte de sintesis de cada uno. De esta suspension, se realizaron
diluciones a una concentracion final de 10 mM para cada uno y con ellos, se realizaron
reacciones de PCR para obtener el inserto reverso complementario de cada gen bajo las
condiciones descritas con anterioridad. A la par se realiz6 una reaccion como control

negativo a la que no se afiadi6 ADN gendmico de Giardia.

La reacciéon de PCR obtenida de cada gen se observo en gel de agarosa al 1% con buffer
TAE 1X, teflido con bromuro de etidio. Para el inserto antisentido del gen de Catepsina
tipo B se obtuvo una banda de un peso aproximadamente menor a 1 kb correspondiente
al amplificado esperado de 908 pb como se observa en la figura 12. En el caso del gen
de Enolasa, se obtuvo una banda de un peso de entre 1.5 kb y 1 kb correspondiente al
amplificado esperado de 1284 pb como se observa en la figura 13. En ambos casos se
observan bandas de tamafios inespecificos de menor intensidad que la del amplificado
esperado. A consecuencia de ello, se escindié la banda correspondiente al inserto en

cada caso y se purific6 mediante un kit comercial como se menciond previamente.
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aCaiB  Chl.(-)

Figura 12. Ensayo de PCR. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa
al 1% en el que se muestra la banda obtenida de la PCR empleando los oligonucle6tidos
A-CatB-F2 y A-CatB-R2.

Figura 13. Ensayo de PCR. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa
al 1% en el que se muestra la banda obtenida de la PCR empleando los oligonucle6tidos

A-Eno-F1y A-Eno-R1.
Clonacion en el vector de transicion pJET1.2/Blunt y PCR de colonias candidatas

Elinserto purificado se empled para su clonacion en el vector de transicion pJET1.2/Blunt

empleado el protocolo descrito. Las colonias obtenidas posterior a la transformacién de
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la reaccion de clonacion se evaluaron mediante PCR de colonias. Estas se analizaron
en geles de agarosa. Las colonias de cuya PCR se obtuvo una banda del mismo tamafio
gue la obtenida en la reaccién control con ADN gendmico de Giardia se consideraron
como positivas, siendo asi 8 positivas de 16 colonias evaluadas para el gen de Catepsina
tipo B (figura 14) y 3 de 16 para el gen de Enolasa (figura 15). De éstas, se selecciond
una y se cultivd en medio liquido para obtener plasmido para diagnostico de perfil de

restriccion.

”'.*-\ T
A e
PR Wy

Figura 14. Ensayos de PCR de colonias para la transformacion de la reaccion de
clonacion del inserto antisentido para el gen de Catepsina tipo B con el vector de
transcicion pJET1.2/Blunt. Con un signo de mas (+) amarillo se muestran las bandas

correspondientes a las colonias positivas para este inserto.
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Figura 15. Ensayos de PCR de colonias para la transformacion de la reaccion de
clonacién del inserto antisentido para el gen de Enolasa con el vector de transcicion
pJET1.2/Blunt. Con un signo de mas (+) amarillo se muestran las bandas

correspondientes a las colonias positivas para este inserto.

Clonacién del inserto antisentido en el vector pNlop4 y comprobacién de identidad

e integridad de secuencia

Las colonias seleccionadas como positivas para cada clonacién en el vector de transicién
fueron cultivadas para extraccion de plasmido mediante el protocolo descrito, el cual fue
digerido empleando las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI para el gen de Catepsina
tipo B. Concomitantemente se realizo la digestidén del vector para transfeccion en Giardia
pNlop4 empleando las mismas enzimas. Los fragmentos resultantes de la reaccion de
digestion se visualizaron mediante un gel de agarosa, del cual se escindieron las bandas
correspondientes al inserto antisentido de Catepsina tipo B y el esqueleto del vector
pNlop4 como se muestra en la figura 16, posteriormente se extrajo y purificé el ADN de
estos fragmentos mediante un kit comercial como fue descrito.
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kb pNlop+PAK pJET+aCafB 1kb

43

(aCatB)

Figura 16. Andlisis de la digestion del vector de transicion pJET+inserto antisentido de
Catepsina tipo B y del vector pNlop4 con las enzimas Hindlll y BamHI. Con flecha verde
y texto amarillo se indica las bandas correspondientes al esqueleto del vector para
transfeccion en Giardia (5823 pb), asi como el inserto antisentido para Catepsina tipo B
(937 pb). El resto de las bandas, etiquetadas en azul, corresponden al fragmento PAK
(1796 pb) y el esqueleto del vector de transicion (2945 pb), que no fueron utilizados en

ensayos posteriores.

En el caso del vector de transicion con el inserto antisentido de Enolasa, se determino
gue los sitios de restriccion seleccionados no serian de utilidad debido a que éstos se
encontraban en multiples posiciones adicionales en el inserto como se muestra en la

figura 17.
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375 BamHI

895 Hindlll
- 982 Hindlll
pJET-aEno.xdna - 4258 nt —~ |372...1655 a-Eno
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™

1308 Hindill

Figura 17. Mapa que muestra la presencia de multiples sitios de restriccion para Hindlll

y BamHI en el vector de transicion con el inserto antisentido de Enolasa (a-Eno).

Con el fin de tener nuevos sitios de restriccion, se verificd la orientacion del inserto
mediante restriccibn enzimatica usando los sitios Pvull y Ncol, cuyos resultados se
muestran en la figura 18. Con base en esto, se seleccionaron nuevos sitios de restriccion
propios del vector de transicion para escindir el inserto antisentido. Como no existian dos
pares de sitios de restriccion Unicos e iguales entre el vector de transicion y el vector
para transfeccion pNlop4 en la posicion adecuada (posterior al promotor P1y operadores
Tetl y Tet2), se decidié emplear el sitio Ncol (comun para ambos vectores), y Hindlll en
pNlop4 y Notl del vector de transicién como sitios cohesivos no compatibles que fueron
digeridos para posteriormente ser convertidos a sitios romos por medio de la enzima
Klenow exonucleasa negativa. Los fragmentos obtenidos a partir de este procedimiento
(figura 19) se purificaron de gel de agarosa de la misma forma que los fragmentos

obtenidos para Catepsina tipo B.
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2.5k

# Ends Coordinates Length (bp)
1 | Pvull-Pvull | 2211-468 2516
2 | Pvull-Pvull | 469-1688 1220
3 | NcoI-Pvull | 1693-2210 518
4| Pvull-Ncol | 1689-1692 -4

Figura 18. Analisis de la restriccion del vector de transicion con el inserto antisentido para
Enolasa, empleando las enzimas Pvull y Ncol. En la tabla se muestran los tamafios
esperados, mientras que en el gel se observan bandas correspondientes a dichos

tamafios, asi como una banda de plasmido sin digerir de 4258 pb.

1kb

1kb pNlop+PAK pJET+aEno

Figura 19. Analisis de los fragmentos obtenidos a partir de la restriccién del vector de
transicion con el inserto antisentido de Enolasa y el vector pNlop4 con los nuevos sitios

seleccionados.
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El ADN obtenido para ambos genes fue ligado en una proporcion 1:3 vector-inserto y la
reaccion obtenida fue transformada en E. coli Ah5a para obtener colonias candidatas,
las cuales se evaluaron mediante PCR de colonias de la misma forma que en ocasiones
anteriores. En este ensayo se obtuvieron 2 colonias positivas de 4 evaluadas para
Catepsina tipo B como se muestra en la figura 20, mientras que para Enolasa se
obtuvieron 10 positivas de 15 evaluadas como se muestra en la figura 21. Se seleccion6

solo una de ellas en cada caso para realizar los ensayos posteriores.

Para verificar tanto la identidad como la integridad del ADN plasmidico purificado de cada
banda para ambos genes, se realizaron para Catepsina tipo B dos reacciones de
digestion, empleando en cada caso tres enzimas de restriccion (EcoRV, Clal y Kpnl, asi
como Xhol, EcoRV y Kpnl), y para Enolasa dos en cada caso (Ncol y Notl, asi como Ncol
y Nsil), seleccionadas con el fin de general un patrén de bandeo el cual, ademas de
verificar la presencia del inserto antisentido, el tamafio de los fragmentos correspondiera
con el generado in silico (figura 24 para Catepsina tipo B y figura 26 para Enolasa) para
la secuencia teodrica de la construccion (figura 22 para Catepsina tipo B y figrua 23 para
Enolasa) a través de la plataforma de NEBCutter de New England Biolabs
<nc2.neb.com/NEBcutter2>. En este ensayo se comprob6 que las bandas obtenidas de
la restriccion corresponden en tamafio a las esperadas, como se muestra en las figuras

25 (Catepsina tipo B) y 27 (Enolasa).

Figura 20. Analisis por PCR de colonias candidatas para la ligacién del inserto antisentido
de Catepsina tipo B e el vector pNlop4. Colonias positivas para el inserto marcadas con
un signo mas (+). El control empleado fue una PCR a partir de ADN gendmico de Giardia.
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Figura 21. Analisis por PCR de colonias candidatas para la ligacion del inserto antisentido
de Enolasa e el vector pNlop4. Colonias positivas para el inserto marcadas con un signo
mas (+). El control empleado fue una PCR a partir de ADN gendmico de Giardia.

pNlop+aCatB (base).xdna - 86681 nt

Figura 22. Mapa teorico del vector obtenido de la ligacidén del inserto antisentido para el
gen de Catepsina tipo B de G. duodenalis y el vector de transfeccién en Giardia pNlop4.
Los elementos se muestran identificados en el mapa, asi como los sitios de restriccién
usados para la digestion y ligacién (Hindlll y BamHlI).
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Ran\promoter 6127...5913]
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pNlop+aEnc (comrect 000).xdna - 7186 nt

+
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=
- [2314..3676 insert from pJET-aEno.xdnal
Pak/stop 3727...37T29 2356...3639 a-Eno
Prime 3706...3726

Figura 23. Mapa te6rico del vector obtenido de la ligacion del inserto antisentido para el
gen de Enolasa de G. duodenalis y el vector de transfeccion en Giardia pNlop4. Los
elementos se muestran identificados en el mapa.

# Ends Coordinates Denoth
(bp)
1 | EcoRV-Kpnl| 5821-2206 3047
2 | Clal-EcoRV | 3519-5820 2302
3| Kpnl-Clal 2207-3518 1312
# Ends Coordinates LGl
(bp)
1 | EcoRV-Kpnl | 5821-2206 3047
2 | XhoIl-EcoRV | 4241-5820 1580
3| Xhol-Xhol 3065-4240 1176
41 Kpnl-Xhol 2207-3064 858

Figura 24. Patron de bandeo esperado (tamafio de los fragmentos esperados) al digerir
el vector pNlop+aCatB con las enzimas de restriccion EcoRV, Clal y Kpnl, asi como con
Xhol, EcoRV y Kpnl. Informacién obtenida de la plataforma NEBCutter2.
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Figura 25. Andlisis de patron de bandeo obtenido al digerir el vector pNlop+aCatB con
las enzimas de restriccion seleccionadas. Se observa que los tamafios de las bandas
corresponden con las esperadas al analizar el mapa teérico del vector, sin embargo, se
observa que la digestion no fue completa puesto que aparece en ambos casos una banda
correspondiente al vector sin digerir que migra a la misma altura que la banda del vector

sin digerir (s/c).

H Ends Coordinates | Length (bp)
1 | Notl-Notl [ 6516-2316 2990
2 | Ncol-Notl | 3680-6515 2836
3 | Notl-Ncol | 2317-3679 1363
# Ends | Coordinates | Length (bp)
1 | Notl-Notl | 6516-2316 2990
2 | Notl-Nsil | 2317-4533 2217
3 | Nsil-Notl | 4534-6515 1982

Figura 26. Patron de bandeo esperado (tamafio de los fragmentos esperados) al digerir
el vector pNlop+aEno con las enzimas de restriccion Notl y Ncol, asi como con Notl y

Nsil. Informacién obetenida de la plataforma NEBCutter2.
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Figura 27. Analisis del patron de bandeo obtenido al digerir el vector pNlop+aEno con las
enzimas de restriccion seleccionadas. Se observa que los tamafos de las bandas
corresponden con las esperadas al analizar el mapa teorico del vector, sin embargo, se
observa que la digestion no fue completa puesto que aparece en ambos casos una banda
correspondiente al vector sin digerir que migra a la misma altura que la banda del vector
sin digerir (s/c).

Una vez analizados los vectores pNlop+aEno y pNlop+aCatB mediante ensayo de
restriccién, se corroboré su integridad mediante secuenciacion como fue descrito. Para
ello se emplearon dos oligonucledtidos, F1 para amplificar el extremo 5’ del fragmento
antisentido, y R2 para amplificar el extremo 3’ del mismo en cada caso. Los resultados
obtenidos se muestran en las figuras 28, 29 (pNlop+aCatB), 30 y 31 (pNlop+aEno), en
las cuales se observa que existe homologia de secuencia entre el molde (secuencia
esperada para cada plasmido respectivamente) y la obtenida de la secuenciacion.
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paCatB template
F1 paCatB

paCatB_ template
F1 paCatB

paCatB template
F1_paCatB

paCatB template
F1 paCatB

paCatB template
F1_paCatB

paCatB template
F1 paCatB

paCatB_ template
F1 paCatB

paCatB template
F1_paCatB

paCatB template

G. GECGLGG GG e Gi
G. GECGLGG GG Gl Gi
GG, G G Gl Gi G
GG, G G Gl Gi €]
GHCGCCG!
GHCGLCCG!
G. G GGEG| GGRGHGGG Gi G
G. G GGEG| GGRGHGGG Gi G
GGG GEGGG G G GGEG! Gi
GGG GCGGG G G GGEG! Gi
G GGG Gi G GHG
G GGG G G GHG
GGGG] Gi G GG,
GGGG Gi G GG,
G GGAG G Gi G GGRG G
G GGHRG G Gi G GGRG G

821
GGG G G CGRCGCRGCG GCG|
GGG G G CGRCGCRGCG GLG|

Figura 28. Secuenciacion de pNlop+aCatB (paCatB) empleando el oligonucleétido F1
para amplificar el extremo 5’ del inserto antisentido.

-G EeE e (] lele] clc céchéc
ce EEE clclca clc ceclce
G cdikc clccB cMca lelle lele] lelalole g
a e ele clccl cBMca c clccBeeec ¢!
EEEE cc cBec & lele:
CECE GG o (e G GG
CGCE ele] (e cclce
ceee el (¢ cclice
cclle c Bc a cHlGE ¢ lelele)
cclle c lc [€] cBllce ¢ leele
3181
paCatB _template G G GG GGG G| G GGAG GGG
R1 paCatB & € e GGE € [ele oletel (€ Eed
GGG cBcclc el [elotele] | g
felele] cBeclc cBegece G

Figura 29.Secuenciacién de pNlop+aCatB (paCatB) empleando el oligonucleétido R1
para amplificar el extremo 3’ del inserto antisentido.

F1 paCatB

paCatB__ template
R1 paCatB

paCatB_ template
R1 paCatB

paCatB template
R1 paCatB

paCatB__ template
R1 paCatB

paCatB template
R1 paCatB

paCatB_ template
R1 paCatB
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2241
TMP_paEno G| GH G GRG| GG
F2 paEno G| GHA G GRG GG
2311
TMP_paEno G| G G G GCGCAGLG!
F2_paEno G| G G Gi GCGCHRGCG!
TMP_paEno GGRGCG G Gl GRGRG Gl G G G
F2_paEno GGRGEG G Gl GRGHAG Gl G G G
TMngaEno
F2 paEno
TMngaEno GCRGGG CG G
F2_paEno GCRGGG CG G
TMP_paEno G| G| GGEAG
F2_paEno GG G| G| GGEaG
TMngaEno G| GG €
F2 paEno G| GG

Figura 30. Secuenciacion de pNlop+aEno (paEno) empleando el oligonucledétido F1 para
amplificar el extremo 5’ del inserto antisentido.

TMP_paEno G GG GG G G GAGRCGGG
R1_paEno G GG GG G G GAGRCGGG
TMP_paEno G GCG G GAG G
R1 paEno G GEG Gl GHG G
TMP_paEno GG GCG CGGGRG G G
R1 paEno GG GEG CGGGRG G G
TMP_paEno GG [€G GGl GG BG GAGHG

R1_paEno GG €G ele GG BG GRGHG
TMP_paEno GG GG GCBGC GCGG G G GG G G

R1 paEno GG GG GCBGC GCGG G G GG G G
TMP_paEno GGG G GGG G GBCGGH GCCGG

R1 paEno GGG G GGG G GRCGGH GCCGG

641

TMP paEno & G. G
R1 paEno Gl G. G -

Figura 31. Secuenciacion de pNlop+aEno (paEno) empleando el oligonucledtido R1 para
amplificar el extremo 5’ del inserto antisentido.
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Evaluacién de la eficiencia de silenciamiento

Posterior a la verificacion de la integridad e identidad de la secuencia de los vectores
pNlop+aCatB y pNlop+aEno, se obtuvo plasmido a partir de ambas colonias
seleccionadas para estos ensayos y se transfectaron 35 pug de cada uno en trofozoitos
de G. duodenalis WB previamente transfectadas con el vector de sobreexpresion de
Catepsina tipo B etiquetada con FLAG para el caso del silenciamiento de Catepsina tipo
B, y C99 para el caso del silenciamiento de enolasa, mediante electroporacion como se
describi6 en materiales y métodos. Una vez pasado el tiempo de recuperacion de las
células y 48 horas de seleccion con geneticina y puromicina para Catepsina tipo B, y solo
geneticina para Enolasa, se observo que la viabilidad de los cultivos control transfectados
con agua fue abatida en su totalidad, mientras que los cultivos transfectados con los
plasmidos de silenciamiento presentaban ambos una confluencia aproximada del 70%.
Estas células fueron empleadas para realizar ensayos preliminares de cinética de
silenciamiento para cada gen, en los cuales se indujeron cultivos de trofozoitos
transfectados usando 1, 5y 10 pug/pL de doxiciclina durante 12 horas, con puntos para
evaluacion de la eficiencia establecidos en intervalos de 2 horas para Catepsina tipo B,
y de 3 horas para Enolasa. De estos cultivos se extrajeron proteinas totales y se evalué
la expresion protéica mediante Western Blot empleando antiFLAG como anticuerpo
primario para Catepsina tipo B, y un anticuerpo policlonal monoespecifico para Enolasa,
subsecuentemente las bandas de reactividad con los anticuerpos empleados se reveld
como se describid con anterioridad. En estos ensayos se evalué la eficiencia de
silenciamiento como disminucion en la intensidad de la banda correspondiente a cada
proteina en cada punto de la cinética comparada con el control sin inducir, en los cuales
se determind que existia un mayor silenciamiento al utilizar las concentraciones de 10
pg/mL de doxiciclina en ambos casos, a las 4 horas de induccién para Catepsina tipo B,
y a las 6 horas para Enolasa. Una vez determinados estos parametros, se llevo a cabo
un segundo ensayo por duplicado para el cual se emple6 el disefio experimental
mostrado en la figura 32 para el silenciamiento de Catepsina tipo B, y en la figura 33 para

el silenciamiento de Enolasa.
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TIEMPOS DE INCUBACION

pg/pL
0 Al, A2, C Al, A2, C Al, A2, C Al, A2, C Al, A2, C
10 Al, A2 Al, A2 Al, A2 Al, A2 Al, A2

Figura 32. Disefio experimental para la cinética de silenciamiento del gen de Catepsina
tipo B de G. duodenalis. Se emplearon las concentraciones de 0 (sin inducir) y 10 ug/mL
de doxiciclina para la induccion y se evaluo la eficiencia de silenciamiento alas 0, 2, 4, 6
y 8 horas post-induccion). C corresponde al control empleando trofozoitos de G.
duodenalis WB con el vector para sobreexpresion de Catepsina tipo B, mientras que Al
y A2 corresponden a tratamientos idénticos empleando los trofozoitos usados en C

transfectados con el vector pNlop+aCatB.

TIEMPOS DE INCUBACION
0 hr 3 hr 6 hr 9 hr
pg/plL
0 Al, A2, C Al, A2, C Al, A2, C Al, A2, C
10 Al, A2 Al, A2 Al, A2 Al, A2

Figura 33. Disefio experimental para la cinética de silenciamiento del gen de Enolasa de
G. duodenalis. Se emplearon las concentraciones de 0 (sin inducir) y 10 pg/uL de
doxiciclina para la induccion y se evalud la eficiencia de silenciamiento alas 0, 3, 6y 9
horas post-induccion). C corresponde al control empleando trofozoitos de G. duodenalis
C99, mientras que Al y A2 corresponden a tratamientos idénticos empleando los

trofozoitos usados en C trasfectados con el vector pNlop+aEno.

Las proteinas extraidas de cada tratamiento y control fueron cuantificadas mediante el
ensayo colorimétrico de acido bicinconinico. En la figura 34 se muestra una curva de
calibracion para la cinética de silenciamiento de Catepsina tipo B, y en la figura 35 para

la cinética de silenciamiento de Enolasa.
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26/06/2017 ABS1 ABS2 PROM

CURVA BLANCO | 0 | 0007 | 0.0035 Curva de calibracion
[BSA] 2mg/mL ABS1  ABS2  ABS PRONABS REAL 0; = 045560+ 00285

2[NSO 0934 09305 : R?=0.9974

1| 049 0.559 0.5245 0.521 206

05| 0277 | 0267 0272  0.2685 <04 Series1
0.25] 0134 | 0141 01375  0.134 0’3 Linear (Series1)
0.125| 0097 | 0083 009 0.0865 0 0s . s ) .s
0.0625| 0.053 | 0.053 0.053  0.0495 (B5A]
0.03125| 0038 | 0.038 0.038  0.0345

Figura 34. Curva de calibracion estandar empleada para la cuantificacion de proteinas

obtenidas de la cinética de silenciamiento de Catepsina tipo B.

08/11/2017 ABS1  ABS2  PROM de calibracic
CURVA BLANCO 0136 0.133 Curva de calibracion
[BSA] 2mg/mL ABS1  ABS2  ABS PRON ABS REAL 08
y =0.3365x + 0.0259
2_ 0.827 0.694 0.6 R?=0.9986
1| 0475 | 0522 | 04985 0.3655 2 o4
05| 0347 | 0342 | 03445 02115 “ Seriesl
0.25| 0.247 0.234 0.2405 0.1075 0 Linear (Series1)
0125 0209 | 0.179 0194  0.061 o os . s ) Js
00625 017 | 0178 0174  0.041 (B3]

Figura 35. Curva de calibracion estandar empleada para la cuantificacion de proteinas

obtenidas de la cinética de silenciamiento de Enolasa.

Una vez reveladas las membranas obtenidas en los ensayos de Western Blot para los
tratamientos de ambas cinéticas, se determino la eficiencia de silenciamiento a partir de
un analisis densitométrico empleando el software ImageJ como fue descrito
anteriomente. En la figura 36 se muestra el promedio de los datos obtenidos del analisis
densitométrico de 3 ensayos por duplicado (tratamientos A1 y A2) de cinética de
silenciaiento de Catepsina tipo B, donde se observa una clara disminucion de la
expresion de esta proteina a las 4 horas post-induccion, siendo ésta de 37% de expresion
(63% de silenciamiento) con respecto al control C, y de 54% de expresion (46% de
silenciamiento) con respecto al tratamiento sin inducciébn 0. No se observa mayor
diferencia en el porcentaje de expresion entre los tratamientos inducido y sin induccion
en el resto de los tiempos. En la parte inferior de esta figura se observa un resultado

representativo de los Western Blots empleados para realizar el analisis densitométrico.
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Figura 36. Andlisis densitométrico de la cinética de silenciamiento para el gen de
Catepsina tipo B. Se observa mayor eficiencia de silenciamiento de la proteina a las 4
horas post-induccién con 10 pg/pL de doxiciclina (37% y 54% de expresion, 63% y 46%
de silenciamiento con respecto al control C y al tratamiento sin induccion O,

respectivamente). Promedio de 3 ensayos por duplicado.

En el caso del silenciamiento de Enolasa, la figura 37 se muestra el promedio de los
datos obtenidos del analisis densitométrico de 2 ensayos por duplicado (tratamientos Al
y A2) de cinética de silenciamiento de este gen, donde se observa una clara disminucion
de la expresion de esta proteina a las 6 horas post-induccion, siendo ésta de 34% de
expresion (66% de silenciamiento) con respecto al control C, y de 39% de expresion
(61% de silenciamiento) con respecto al tratamiento sin induccion. No se observa mayor
diferencia en el porcentaje de expresion entre los tratamientos inducido y sin induccion
en el resto de los tiempos. En la parte inferior de esta figura se observa un resultado

representativo de los Western Blots empleados para realizar el andlisis densitométrico.
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Figura 37. Analisis densitométrico de la cinética de silenciamiento para el gen de
Enolasa. Se observa mayor eficiencia de silenciamiento de la proteina a las 6 horas post-
induccion con 10 pg/mL de doxiciclina (34% y 39% de expresion, 66% y 61% de
silenciamiento con respecto al control C y al tratamiento sin induccién O,

respectivamente). Promedio de 2 ensayos por duplicado.

Evaluacion del efecto del silenciamiento de Catepsina tipo B de G. duodenalis

empleando modelos de interaccion con células epiteliales.

Con el fin de determinar si el silenciamiento del gen de Catepsina tipo B habia tenido
efecto en el dafio generado por trofozoitos de G. duodenalis sobre monocapas de células
IEC-6. Este ensayo se realiz6 de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Se
emplearon monocapas de alrededor de 500,000 células IEC-6 dispuestas por duplicado
para cada tratamiento sobre una placa de 24 pozos. Los controles utilizados fueron las
células del cultivo sin trofozoitos afiadidos como blanco del ensayo, IEC-6 coincubadas
con trofozoitos WB con alta reactividad para Catepsina tipo B como control positivo de
dafo, e IEC-6 coincubadas con trofozoitos WB con baja reactividad para Catepsina tipo
B como control negativo de dafio. Los tratamientos correspondieron a células IEC-6
coincubadas con los trofozoitos empleados durante la cinética de silenciamiento para
Catepsina tipo B (WB transfectada con el vector de sobreexpresion pAC-CatB, y WB
transfectadas tanto con el vector de sobreexpresion como con el vector de silenciamiento
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pNlop+aCatB inducidas durante 4 horas de acuerdo a los resultados de la cinética de
silenciamiento mostrados en la figura 36). Estos trofozoitos fueron procesados bajo las
mismas condiciones y parametros que durante las cinéticas y una vez cumplido el tiempo
post-induccion se les realizaron lavados y se contabilizaron de acuerdo a lo descrito en
métodos. Una vez hecho esto, se inicio la interaccion con las monocapas. Para el ensayo
se emplearon 2 x 10 8 de trofozoitos por pozo y se coincubaron durante 3 horas a 37°C
y 20% de CO2. Cada tratamiento se realizo por triplicado. Posterior al término de este
tiempo, se recolecto el sobrenadante de cada tratamiento y se centrifugo para retirar los
trofozoitos, éste se utilizé en un ensayo funcional de actividad proteolitica por zimograma
descrito mas adelante. Las monocapas se fijaron como se describié en la seccion de
matrial métodos y se observaron por microscopia de campo claro a 10X de aumento
(objetivo AX10plan) y empleando el software ZEN Lite 2011, con el fin de analizar las
diferencias en el dafio ocasionado por los trofozoitos sobre la monocapa de IEC-6. En la
figura 38 se muestran los resultados obtenidos del ensayo funcional de interacciéon. En
los co-cultivos de células IEC-6 con trofozoitos que tenian una expresion alta de la
catepsina B se observo dafio a las monocapas delineado por la formacion de cuerpos
apoptoticos en éstas y la separacion de las células entre siy del sustrato. En los controles
gue incluyeron co-cultivos de células IEC-6 y trofozoitos con una expresion muy baja de
la catepsina B practicamente no se observo dafio celualr. En los co-cultivos de células
trasfectadas con el vector pAC-CatB o tofozoitos trasfectados con este vector y el vector
de silenciamiento pNlop+aCatB se observaron dafios en las monocapas semejantes a
los inducidos por los trofozoitos CatB+. Los co-cultivos en los que se analizé el efecto de
los trofozoitos silenciados con el vector de silenciamiento pNlop+aCatB el dafio a las
monocapas se disminuy6 considerablemente ya que se observaron un nimero menor de
celulas con cuerpos apoptéticos. Estos resultados indican que el silenciamiento del gen
que codifica para la proteina catepsina B disminuye el dafio a las células epiteliales
sugiriendo que esta proteina puede considerarse como un factor de virulencia de G.

duodenalis.
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Figura 38. Micrografias de los ensayos funcionales de interaccion de células IEC-6 con
diferentes posblaciones de trofozoitos de G. duodenalis para evaluar el efecto del
silenciamiento del gen de Catepsina tipo B sobre el dafio generado a las monocapas
después de 3 horas de incubacion. A) Control de cultivo de células IEC-6 con medio
DMEM sin trofozoitos afiadidos donde se observa una estructura integra de la
monocapa. B) Co-incubacién de estas células con trofozoitos WB de alta reactividad
donde se observa la aparicion de cuerpos apoptoticos y separacion de las células entre
si y del sustrato. C) Co-incubacion con WB de baja reactividad donde practicamente no
se observa dafo a al monocapa. D) Control de WB que sobreexpresa Catepsina tipo B
mediante el vector pAC+CatB, se observa un alto nimero de cuerpos apoptéticos y
ruptura de la integridad de la monocapa. E) Trofozoitos WB transfectadas con pAC-CatB
y pNlop+aCatB sin inducir, se observa dafio similar en la monocapa al inducido por
trofozotos WB CatB+ F) WB transfectadas con pAC-CatB y pNlop+aCatB inducidas
durante 4 horas, se observa menor dafio caracterizado por un menor nimero de cuerpos

apoptéticos y mayor conservacion de la integridad de la monocapa.
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Evaluacion de la actividad proteolitica de los sobrenadantes del ensayo de

interaccién

El efecto del silenciamiento de Catepsina tipo B se evalu6 paralelamente determinando
la actividad proteolitica en los sobrenadantes obtenidos de los ensayos de ensayo de
interaccién y concentrados 5 veces mediante centricon. Esto se evalué mediante
zimogramas SDS-PAGE. En la figura 39 se muestra el resultado obtenido de este ensayo
en la que se observa una disminucién importante de la intensidad de la banda generada
a partir del sobrenadante correspondiente al tratamiento de los trofozoitos inducidos, con
respecto al tratamiento no inducido y al control de sobreexpresion de la CatB. La
actividad proteolitica sobre gelatina como sustrato se cuantificO mediante densitometria

de la banda correspondiente a la Catepsina tipo B (~25 kDA) (Figura 40).

INDUCC. § INDUCC.
(-) (+)

WB ALTA WB BAJA | WB CATB
WB CATB antiCATB

Figura 39. Ensayo de zimograma SDS-PAGE empleando sobrenadantes obtenidos del
ensayo de interaccion de 3 horas empleando monocapas de IEC-6 coincubadas con
diferentes poblaciones de trofozoitos de G. duodenalis. En este ensayo se observo que
la banda de 25 kDA, que corresponde a la catepsina B se encuentra disminuida en
cuanto a la actividad proteolitica en el sobrenadante correspondiente a la co-incubacion

con trofozoitos transfectados con los vectores pAC-CatB y pNlop+aCatB para
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silenciamiento inducidos durante 4 horas (WB CATB antiCATB INDUCC. (+). Esto con
respecto a la co-incubacion de de las células IEC-6 con trofozoitos sin induccién (WB
CATB antiCATB INDUCC. (-)), y al control de co-incubacion con trofozoitos transfectados
con pAC-CatB para sobre-expresion de Catepsina tipo B (WB CATB). Los sobrenadantes
de co-incubacion con trofozoitos WB de alta (WB ALTA) y baja reactividad (WB BAJA)
gue mostraron una alta y baja reactividad de la CatB fueron empleados como controles

de alta y baja actividad proteolitica respectivamente.

100.0%

70.1%

61.9%
43.3%
8.1% .
i

WBALTA WBBAJA WBCATB INDUC(-) INDUC(+)

Figura 40. Analisis densitométrico del ensayo de zimograma SDS-PAGE. Los
porcentajes fueron calculados tomando como 100% la actividad proteolitica
correspondiente a la co-incubacion con trofozoitos WB de alta reactividad (WB ALTA).
Se observa una disminucion al 43.3% de esta actividad en el sobrenadante de la
coincubaciéon con los trofozoitos transfectados con los vectores pAC-CatB vy
pNlop+aCatB para silenciamiento inducidos durante 4 horas (INDUC(+)), siendo menor
gue la del sobrenadante correspondiente a la coincubacion de estos mismos trofozoitos
sin induccion (INDUC(-)), y a la del sobrenadante correspondiente a la coincubacion
coincubacién con trofozoitos trasfectados con pAC-CatB para sobreexpresion de
Catepsina tipo B (WB CATB).
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DISCUSION

El desarrollo de la patogénesis durante la giardiasis es un proceso en el que interviene,
entre otros multiples factores, la secrecién de componentes de superficie del trofozoito
durante su adhesion al epitelio intestinal (Ringqvist, et al., 2008). La identificacién y
estudio del papel de estos componentes como potenciales factores de virulencia y en la
generacion del dafio durante la interaccion hospedero-parasito es de crucial importancia
para el entendimiento de los mecanismos que participan en esta enfermedad de tan

elevada frecuencia a nivel mundial.

En nuestro equipo de trabajo se han estudiado mediante ensayos in vitro a la Catespina
tipo B y a la enzima Enolasa de G. duodenalis, dos de las proteinas que se secretan
durante la interaccion de este parasito con el hospedero y que se ha descrito que se
asocian con el dafio a células epiteliales durante la interaccion de éstas con las proteinas

mencionadas (Gomez-Mondragon, Tesis 2011) (Barroeta-Echegaray, Tesis 2013).

Uno de los métodos para corroborar que el dafio ocasionado en las células epiteliales
ocurre por la accion de estas proteinas del trofozoitos, y determinar su participacion en
la patogénesis de la giardiasis, es la utilizacién de sistemas de manipulacion de la
expresion génica. Para ello, existen diversos métodos como es el caso de la transfeccion
de plasmidos para expresion de material génico de forma episomal, para el cual se ha

demostrado co-expresion de hasta tres proteinas distintas (Faso, et al., 2012).

Otro método Util y que se ha implementado en otros organismos, es el sistema de ARN
antisentido, también conocido como ARN de interferencia (RNAI), para evaluar el papel
de la Catepsina tipo B y Enolasa de G. duodenalis sobre el dafio a monocapas de células
epiteliales IEC-6. Este ha demostrado ser efectivo en G. duodenalis para la degradacion
de los ARN mensajeros a través de un mecanismo post-transcripcional de silenciamiento
geénico. En este interviene la reduccion de la vida media o estabilidad de estas moléculas
y el blogueo de la maquinaria de traduccion, siendo asi sustancialmente mas efectivo
gue el empleo de sistemas enddégenos o exdégenos mediante cadenas dobles cortas de
ARN (Rivero, et al., 2010). Ademas, este sistema de silenciamiento, como se utilizé en
el presente proyecto, presenta la ventaja de que su expresion en el vector es controlada

mediante la induccion por doxiciclina, permitiendo asi determinar de forma precisa la
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ventana de tiempo en la cual fue posible observar el efecto del silenciamiento sobre la
expresion y actividad de estas proteinas. Asi mismo permitié estandarizar dichos
parametros sin comprometer la viabilidad de los trofozoitos transfectados. Este sistema
de induccion consiste en la integracion de los elementos del operador-represor tet
bacteriano y el promotor P1 de Giardia en un vector de expresion episomal viable y
previamente probado para transfeccion en Giardia (Sun & Tai, 2000), en el cual se
insertan promotores sensibles a tetraciclina (o analogos) y multiples operadores tet junto
con un promotor tipo ran sintético para controlar la expresién del gen resistencia a
geneticina. En este proyecto se determiné que la concentracion de 10 pg/mL de
doxiciclina como agente inductor permiti6 obtener una mayor eficiencia de
silenciamiento, tanto para Catepsina tipo B como para Enolasa, en un periodo de 4y 6
horas post-induccion respectivamente. En tanto que a concentraciones mas altas este
inductor no fue efectivo. Estos resultados coinciden con lo reportado por el equipo de
trabajo responsable del desarrollo del sistema de induccion, quienes probaron su
efectividad mediante la expresién de un gen reportero de luciferasa, donde se observo
gue al emplear un promotor de alfa-giardina sintético y 2 operadores tet se obtenia la
mayor actividad de luciferasa a 10 horas post-inducciéon cuando se empleaba una
concentracion de doxiciclina (anédlogo de tetraciclina) de 10 pg/mL. A concentraciones
mas altas del agente inductor, no hubo cambio sustancial sobre la actividad de luciferasa
y se mantuvieron niveles relativamente estables de sefial hasta 50 horas posterior a la
induccién (Sun & Tai, 2000).

En algunos estudios se ha encontrado que la eficiencia de silenciamiento de este sistema
es variable y depende del gen seleccionado como blanco, puesto que al dirigirlo contra
proteinas altamente expresadas como tubulina o la proteina especifica de estadio de
pared quisitca 2, el efecto de silenciamiento no fue evidente. Por el contrario, el
silenciamiento si fue efectivo cuando se le dirigi6 a las subunidades medias de adaptinas
y contra la expresion exdégena de la proteina verde fluorescente (GFP) (Rivero, et al.,
2010).

En el presente proyecto se logro obtener eficiencias de silenciamiento para la Catepsina

tipo B del 63% con respecto a los trofozoitos de G. duodenalis que la expresan de forma
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constitutiva y de 46% respecto a los trofozoitos transfectados con este sistema de
silenciamiento sin inducir. En el caso de la Enolasa se obtuvo un 66% de silenciamiento
con respecto a los trofozoitos silvestres y de 64% con respecto a los transfectados con
el sistema sin inducir. Estos resultados son comparables y considerablemente mayores
a los obtenidos en otro estudio en el que se empled el sistema de ARN antisentido para
evaluar el papel de proteinas en la viabilidad de G. dudodenalis con el fin de identificar
nuevos blancos para desarrollo de farmacos, en particular de la enzima NADH Oxidasa
(Marcial-Quino, et al., 2017). El este estudio se construy0 un vector para sintesis de un
ARN de cadena doble con el fin de silenciar el gen que codifica para dicha proteina. La
eficiencia de silenciamiento fue de 30%, expresada como reduccion en el nimero de
ARN mensajeros y se observé también una consecuente reduccion de la actividad
enzimatica y del niumero de trofozoitos con respecto a la cepa silvestre, demostrando asi
la importancia de la enzima NADH oxidasa en la viabilidad de G. duodenalis (Marcial-
Quino, et al., 2017).

La aplicacion de enfoques genéticos y de biologia celular para el estudio de Giardia
duodenalis se enfrenta a diversos factores limitantes. Entre ellos se encuentran la
naturaleza diploide o binucleada del parastio tan solo en su estadio de trofozoito,
mientras que en el estadio de quiste es tetraploide. Se ha demostrado que la insercién
de material genético en el genoma del parasito ocurre solo en uno de los dos
cromosomas que posee el parasito, a pesar de que ambos nicleos son capaces de
aceptar este tipo de inserciones. Ademas de ello, existe un numero limitado de
antibidticos capaces de ser utilizados para la seleccion de transfectantes en este parasito
(Wampfler, et al., 2014).

Otros de los factores que se han descrito tienen impacto en la eficiencia de silenciamiento
es la longitud de la doble cadena generada por el apareamiento de la secuencia
antisentido con el blanco del ARN mensajero, la cantidad de transcrito generado por el
gen blanco y su vida media, asi como los elementos que contiene o el tipo de vector que
se empleo para la expresion del sistema mismo (Touz, et al., 2004). Es posible que estos
ultimos factores sean los responsables de la recuperacion de la expresiéon de los genes

silenciados en ese ensayo, Catepsina tipo B y Enolasa, posterior al tiempo identificado
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como en el que se observaba la mayor eficiencia de silenciamiento (4 y 6 horas

respectivamente).

Si bien, el silenciamiento de la expresion protéica no fue total, en el caso de la catepsina
B puede deberse a que G. duodenalis posee numerosas cisteina-proteasas que
pertenecen a las ramas de divergencia temprana de la familia de la Catepsina tipo B, asi
como otras proteasas, de entre las cuales se ha descrito su efecto en el dafio sobre el
epitelio, como es el caso de la VSP9B10A (Cabrera-Licona, et al., 2017). Otro factor
importante a consideracion es que el silenciamiento fue dirigido hacia una Catepsina tipo
B expresada de forma constitutiva empelando un vector con el fin de observar una
expresion estable de la misma. En el caso de la enolasa debido a que esta es una
enzima multifuncional y muy importante en el metabolismo de Giardia, fue posible
observar un porcentaje importante en el silenciamiento de la misma en los trofozoitos
transfectados y queda por analizar el efecto de éste sobre las actividades de esta
proteina, en particular con referencia a la actividad citotoxica de ésta sobre células

epiteliales (Barroeta, E y col. Manuscrito en preparacion).

Una vez que se ha desarrollado un sistema de silenciamiento de genes, el siguiente paso
es el empleo de ensayos funcionales para la evaluacion del efecto del silenciamiento de
un gen en particular. En el caso de este estudio este enfoque fue crucial para la
determinacién del papel de las proteinas catepsina B y enolasa que participan tanto en
el dafio a células epiteliales, y consecuentemente en la patogénesis de la giardiasis,
como en el metabolismo del parasito. En el presente proyecto se evaluo el efecto del
silenciamiento de la Catepsina tipo B de G. duodenalis sobre el dafio que causa este
parasito durante su interaccién con el epitelio intestinal. La reduccién de la expresion de
esta cisteina-proteasa a través del silenciamiento por ARN antisentido inducible
demostré que el dafio causado a las monocapas de IEC-6 coincubadas con trofozoitos
silenciados para esta proteina fue cualitativa y considerablemente menor con respecto
al de las células co-incubadas con trofozoitos que expresaban la Catepsina tipo B de
forma constitutiva. Asi mismo, la determinacion de la actividad proteolitica de esta
proteina mediante ensayos de zimogramas mostro una reduccion significativa de ésta en

los trofozoitos en los que el gen de esta proteina fue silenciado. Estos resultados
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representan asi una evidencia mas para confirmar el papel de las cisteina-proteasas, en

particular de la Catepsina tipo B en la patogénesis de la giardiasis.

Este tipo de proteinas han sido descritas como las responsables de diversos procesos
del desarrollo de la patogénesis mediante interacciones hospedero-parasito, como es el
caso de la invasion de las mucosas, adherencia al epitelio, citotoxicidad, disrupcion del
citoesqueleto de globulos rojos, hemolisis, y evasion de la respuesta inmune del
hospedero (Hernandez, et al., 2014). Estos efectos tienen impacto en el desarrollo y
generacion de sintomas tanto de las enfermedades inflamatorias gastrointestinales como
en el sindrome de intestino irritable, para las cuales se han aplicado tratamientos no muy
efectivos en la resolucion de los sintomas y en la prevencion de apariciéon de sintomas
cronicos (Sataga, et al., 2013). En el caso de G. dudodenalis, se ha descrito mediante el
uso de zimogramas que las proteasas secretadas durante la interaccion trofozoito-
epitelio presentan actividad colageno-litica, atribuido principalmente a cisteina-proteasas
mediante ensayos de inhibicion (Pifia-Vazquez, et al., 2012). Este tipo de ensayos se
han empleado para analizar el efecto en el dafio a monocapas de células MDCK co-
incubadas con trofozoitos amoeboides de Naegleria fowleri, y el efecto de dafio a las
monocapas se inhibié al emplear el inhibidor E-64 se previene el (Shibayama, et al.,
2013). Se ha demostrado también la participacion de las moléculas de expresion en
superficie de G. duodenalis durante el proceso de adhesioén de los trofozoitos al epitelio
mediante modelos experimentales en gerbos (Meriones unguiculatus) y el empleo de
anticuerpos monoclonales especificos de superficie, donde se demostré6 que la
deficiencia en adhesion de los trofozoitos se correlaciona con una expresiéon reducida de
un componente de superficie de 200 kDa (Hernandez-Sanchez, et al., 2008) que ha sido
identificado como la catepsina B de G. duodenalis (Ortega-Pierres. 2017. Sometido a

publicacion)

Si bien, el silenciamiento de la expresién protéica no fue total, esto puede deberse a que
G. duodenalis posee numerosas cisteina-proteasas que pertenecen a las ramas de
divergencia temprana de la familia de la Catepsina tipo B, asi como otras proteasas, de
entre las cuales se ha descrito su efecto en el dafio sobre el epitelio, como es el caso de

la VSP9B10A (Cabrera-Licona, et al., 2017). Otro factor importante a consideracion es

75



gue el silenciamiento fue dirigido hacia una Catepsina tipo B expresada de forma
constitutiva empleando un vector con el fin de observar una expresion estable de la

misma.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo permiten sugerir que el sistema de
silenciamiento empleado en este trabajo permiti6 observar una disminucion en la
expresion de dos proteinas de G. duodenalis, la Catepsina B y la enolasa cuyo papel en
muy relevante en dafio ocasionado a células epiteliales por trofozoitos que las expresan.
Por otro lado, los ensayos funcionales con los trofozoitos en los que se silencio
parcialmente la catepsina B aportan datos muy importantes en cuanto a la funcién de
esta proteina como factor de virulencia de este parasito y su papel en la patogénesis de

la giardiasis.
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CONCLUSIONES

La efectividad del sistema de ARN antisentido en el silenciamiento del gen de
Catepsina tipo B de G. duodenalis fue de 63% a las 4 horas de induccion respecto
al control y de 46% respecto al tratamiento sin induccion.

La efectividad del sistema de ARN antisentido en el silenciamiento del gen de
enolasa de G. duodenalis fue de 66% a las 6 horas de induccion respecto al control
y de 64% respecto al tratamiento sin induccion.

El silenciamiento del gen de catepsina tipo B en trofozoitos de G. duodenalis se
reflej6 en un menor dafio en monocapas de IEC-6 en comparacion con los
trofozoitos que expresan la catepsina B, el cual coincidié con una menor actividad
proteolitica de esta enzima en los sobrenadantes de interaccion de células IEC-6
con trofozoitos silenciados para el gen de la catepsina B.
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PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto del silenciamiento del gen de Enolasa en trofozoitos de G.
duodenalis sobre el dafio a monocapas de celllas IEC-6 mediante ensayos de
interaccion.

e Inducir el silenciamiento de gen de catepsina B en trofozoitos silvestres que
expresan esta enzimay evaluar éste en ensayos funcionales

e Emplear este sistema de silenciamiento para otras proteinas de G. duodenalis.
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