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RESUMEN

Giardia duodenalis es un parasito de gran interés médico por la gran cantidad de infecciones
que causa en todo el mundo cada afio. Aunque la investigaciéon sobre los mecanismos
epigenéticos en este protista solo ha comenzado recientemente, ya se ha demostrado que la
regulacion epigenética tiene funciones importantes en el enquistamiento, la variacion
antigénica y la resistencia a los antibidticos en Giardia. En este trabajo, se determiné el
estado de la cromatina en el DNA ribosomal (rDNA) en el genoma de Giardia, se
determinaron niveles de RNA ribosomal en presencia de inhibidores especificos de sirtuinas
y de enzimas HDACs y HMTs , de igual manera se evaluaron los niveles de transcritos de
cada sirtuinas y del RNA ribosomal a través del ciclo celular. Ensayos de ChIP en el rDNA,
asi como inmunofluorescencai indirecta permitieron determinar la localizacion subcelular de
un ortélogo de Giardia de Sir2, GdSir2.4, el cual estd involucrado en el silenciamiento de la
expresion de rRNA. Nuestros resultados demuestran que GdSir2.4 se localiza en el nucleolo,
y su unioén a la region espaciadora intergénica del rDNA esta asociada con la desacetilacion
de la cromatina en esta region. Dada la importancia de la regulacion de la expresion del rRNA
para mantener niveles adecuados de ribosomas y estabilidad gendémica dentro de las células,
GdSir2.4 puede considerarse un objetivo para crear nuevos agentes terapéuticos contra este

parésito

Palabras clave. Sirtuinas, desacetilacion, ciclo celular, silenciamiento de genes, ChIP



ABSTRACT

Giardia duodenalis is a parasite of great medical interest due to the large number of infections
that it causes worldwide each year. Although research on epigenetic mechanisms in this
protist has only started recently, epigenetic regulation has already been shown to have
important roles in encystation, antigenic variation, and antibiotic resistance in Giardia. In
this work, the chromatin status of ribosomal DNA in the Giardia genome was determined,
levels of ribosomal RNA were determined in the presence of specific inhibitors of sirtuins
and HDACs and HMTs enzymes, as well as levels of transcripts of each sirtuins and of
ribosomal RNA were evaluated throughout the cell cycle. ChIP assays and indirect
immunofluorescence made it possible to determine the subcellular location of a Sir2 Giardia
ortholog, GdSir2.4, which is involved in the silencing of rRNA expression. Our results
demonstrate that GdSir2.4 is localized in the nucleolus, and its binding to the intergenic
spacer region of rDNA is associated with deacetylation of chromatin in this region. Given
the importance of the regulation of rRNA expression to maintain adequate levels of
ribosomes and genomic stability within cells, GdSir2.4 can be considered a target to create

new therapeutic agents against this parasite.

Keywords. Sirtuins, deacetylation, cell cycle, gene silencing, ChIP



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de Giardia

Giardia duodenalis es un protozoario binucleado flagelado del orden Diplomonadida que
pertenece al grupo Metamonada dentro del supergrupo Excavata!. En particular, Giardia es
uno de los agentes mas comunes que causan enfermedades diarreicas en todo el mundo, con
mas de 300 millones de casos notificados al afo, especialmente en paises de bajos ingresos
y en desarrollo®. Giardia se caracteriza por un genoma muy compacto con una simplificacion
significativa de la mayoria de los procesos celulares, incluso sin algunos de los organelos
tipicos de las células eucariotas, como un aparato de Golgi clasico, peroxisomas Yy
mitocondrias respiratorias. Por lo tanto, en muchas vias donde se requieren complejos
multiproteicos, es notable que Giardia tiene menos componentes reconocibles con respecto

a otros organismos>~.

1.2. Ciclo de vida

Giardia tiene un ciclo de vida simple con dos etapas principales: la forma vegetativa y movil
denominada trofozoito, y el quiste altamente infeccioso y resistente al medio ambiente®.
Cuando un huésped ingiere los quistes, estos ingresan al tracto digestivo donde son
estimulados por el medio acido en el estdmago y la presencia de bilis y tripsina en el duodeno
para convertirse en trofozoitos méviles en el intestino delgado proximal. En el ambiente rico
en nutrientes y bajo en oxigeno del tracto intestinal superior, los trofozoitos proliferan y usan
su disco adhesivo para adherirse a las vellosidades intestinales para resistir la peristalsis. A
medida que aumenta la densidad del parasito y los trofozoitos descienden al tracto intestinal
inferior, encuentran disminucién del colesterol, aumento del pH y aumento de las
concentraciones de bilis y acido lactico. Estas condiciones inducen a algunos de los
trofozoitos a diferenciarse en quistes infecciosos, los cuales se excretan en las heces y se

convierten en fuente de nuevas infecciones’.

1.3. Ensambles
Mediante una combinacion de estudios de movilidad electroforética, RFLP, PCR de los genes

B-giardina (bg), triosa fosfato isomerase (#pi), la subunidad pequefia ribosomal (ssu) y



glutamato deshidrogenasa (gdh) y su secuenciacion, los organismos morfologicamente
idénticos de Giardia duodenalis se han subclasificado en ocho conjuntos o ensambles (de A
a H). Cada uno de estos ensambles tiene un niimero diferente de especies que puede infectar,
donde se ha demostrado que los ensamblajes C a H son relativamente especificos e infectan
a pocas especies, mientras que los ensamblajes A y B tienen un gran nimero de posibles
huéspedes, y donde se incluye al humano®’. La Tabla 1 muestra el ensamblaje de Giardia
duodenalis con sus huéspedes correspondientes y el nombre cientifico propuesto para cada

ensamblaje.

Tabla 1. Agrupaciones genotipicas en analisis genéticos de Giardia duodenalis y otras

especies '°.
Especies/ Nueva nomenclatura S B R R G L e
Ensamble propuesta
G. duodenalis G duodenalis Humanos y otros primates, perros, gatog,
Ensamble A ganado, roedores, y otros mamiferos salvajes.
G. duodenalis G. entérica Humanos y qtros prlmates, perros y algunas
Ensamble B especies de animales salvajes
G. duodenalis
Ensamble Cy G. canis Perros y otros canidos
D
o (TG0 G. bovis Ganado y otros animales domésticos
Ensamble E
G. duodenalis .
Ensamble F G. felis Gatos
G. duodenalis . .
Ensamble G G. simondi Ratas
G. agilis G. agilis Anfibios
G. muris G. muris Roedores
G. psittaci G. psittaci Aves
G. ardea G. ardea Aves
G. microti G. microti Roedores
o CIAGT Sin propuesta Foca gris, Gaviota
Ensamble H propu gls, Laviota.

1.4. Genoma de Giardia
Giardia cuenta con cinco cromosomas en cada uno de sus dos nucleos, ambos
transcripcionalmente activos y considerados diploides. Sin embargo, al contrario de lo que

podria pensarse, las células de Giardia son constitutivamente aneuploides: los niicleos no



son idénticos entre si, contienen diferente nimero de cromosomas y atraviesan el ciclo celular
de manera asincrona. Incluso se ha demostrado que varios genes del cromosoma 5 se han
perdido en uno de los dos nucleos!!. Giardia cuenta con un genoma de aproximadamente
12.6 Mb que contiene 4963 marcos de lectura abiertos con una longitud media de 635
aminoacidos codificados!?. El genoma es compacto en términos de espacio intragénico y
regiones no codificantes, los promotores y las regiones no traducidas son minimas y una de
las caracteristicas mas notables del genoma de Giardia es que a la fecha sélo han sido
identificados 12 genes que sufren modificaciones postranscripcionales a lo largo de su
genoma. Esto contrasta con el genoma humano, el cuadl tiene en promedio 8.4 intrones por

gen y el tamafio de cada uno es aproximadamente 3000 pb!3!4,

1.5. Patogenia

Los principales sintomas de la infeccion con Giardia son variables pero suelen incluir diarrea
acuosa, nauseas, dolor epigastrico y pérdida de peso®, y estos aparecen entre los 6 y los 15
dias después de la infeccion'>. Se estima que este parasito causa alrededor de 280 millones
de infecciones humanas sintomaticas por ano; de las cuales el 10% son transmitidas a través
de alimentos contaminados con quistes. Ademads, también es un patégeno zoondtico y la
infeccion a animales de granja puede tener un impacto econémico relevante, que resulta en
la pérdida de productividad!>!®. El tratamiento de la giardiasis se limita a compuestos
nitroheterociclicos (metronidazol, nitazoxanida y furazolidona), benzimidazoles (albendazol
y mebendazol), paromomicina y auranofina, donde el fracaso del tratamiento es

I7.18 " Aunque se desconoce el mecanismo exacto se ha visto que uno de

relativamente comun
los mas probables es la pérdida de la habilidad del parésito de reducir a las drogas nitro,
evitando asi su activacion. Otro mecanismo para la resistencia a metronidazol y a
nitazoxanida implica la alteracion de la expresion de los genes involucrados en la respuesta
al estrés; mientras que en el caso de los benzimidazoles se cree que la resistencia ocurre por

mutaciones en la B-tubulina del parésito®. Por tanto, se destaca la necesidad de nuevas

opciones para tratar esta enfermedad.

1.6. Ciclo celular



El ciclo celular consiste en una secuencia de eventos ordenada y altamente regulada que
permite que una célula produzca dos células hijas. Este ciclo consta de dos fases principales:
interfase y mitosis. La interfase se subdivide en las fases G1, S y G2. La fase G1 (gap 1) es
donde una célula crece de tamafio y sintetiza todos los componentes necesarios para la
sintesis de DNA. A esto le sigue la fase S, donde la célula replica su ADN. En la fase G2
(gap 2), la célula reproduce sus organelos y contintia creciendo en tamafio. Al final de G2, la
célula pasa a la mitosis, que también se subdivide en diferentes fases. En la profase, la
primera etapa de la mitosis, se produce el ensamblaje del huso mitético, asi como su unioén
al ADN condensado y replicado (croméatidas hermanas). En la metafase, los cromosomas se
alinean a medio camino entre los polos del huso. Durante la anafase, las cromatidas se
separan sincronicamente y cada una es empujada hacia el polo del huso al que se enfrenta.
Durante la telofase, los dos conjuntos de cromosomas hijos llegan a los polos del huso y se
descondensan, y finalmente, durante la citocinesis, el citoplasma se divide en dos para crear
dos células hijas'.

En contraste con varias células de mamiferos donde G1 es la fase mas larga del ciclo celular,
los trofozoitos de Giardia pasan la mayor parte del ciclo celular en la fase G22°. Durante la
interfase, la cromatina de Giardia se descondensa y los cuerpos basales se localizan en la
region inmediatamente por encima de ambos nticleos. En la profase, se observa condensacion
de cromatina en cromosomas?! a pesar de la ausencia de la histona enlazadora H1222%, Los
cromosomas de Giardia son muy pequefios (~ 0,8 - 2,4 um)?*, y cada uno tiene un tinico
locus centromérico?>?%. Ademas, los cuerpos basales flagelares se duplican y la nucleacion
de los cuatro polos del huso comienza entre los dos nucleos en la profase?®?’. Cerca del final
de la profase, se observa un reposicionamiento de ambos nucleos en la linea media de los
trofozoitos, colocandose uno sobre otro a lo largo del eje dorsal-ventral. Mientras tanto, los
microtubulos del huso y los cuerpos basales flagelares se colocan gradualmente alrededor de
cada nucleo, y los microtiibulos se organizan en los husos polares, alargdndose hasta rodear
cada nucleo. En metafase, la formacion de husos bipolares y la presencia de cromatidas
hermanas se observa en Giardia como en otros organismos. Sin embargo, no se observa una
alineacion de centromeros a lo largo del eje. Durante la anafase, los microtibulos se adhieren
al centrémero de cada cromosoma, seguido de un alargamiento del huso a lo largo del eje de

izquierda a derecha. La envoltura nuclear permanece intacta durante la mitosis en Giardia.



En la prometafase, los husos mitoticos permanecen extranucleares, pero los microtibulos que
se originan en estas estructuras penetran en el nucleo a través de aberturas en la membrana
nuclear?®. Estas observaciones sugieren que Giardia tiene una mitosis semiabierta que
también ocurre en Drosophila melanogaster, Asterina miniata, Aspergillus nidulans,
Ustilago maydis y Caenorhabditis elegans®®. La cariocinesis por Giardia ocurre en lados
opuestos del eje izquierdo-derecho de la célula, ocurriendo primero en un nucleo en relacion
con el otro. La asincronia de los dos nticleos ocurre en la profase y anafase tempranas donde
la condensacion del DNA y el estiramiento lateral de las cromatidas ocurren mas rapidamente

en un nucleo?®3°.

Giardia presenta una division ecuacional de sus nucleos, siempre
transfiriendo una copia de cada nticleo parental a cada célula hija. Durante la telofase, se
observan algunas cromatidas rezagadas entre los nuevos nucleos, lo que sugiere una
separacion cromatica prematura’!. Un haz de microtibulos reemplaza las matrices del huso
bipolar y los cuerpos basales vuelven a su ubicacion habitual durante la interfase, los niicleos
se colocan adyacentes entre si y la cromatina se descondensa®®. La citocinesis comienza con
un pequefio surco en el extremo anterior de la célula que crea una célula caracteristica en
forma de corazon con cuatro nucleos. El surco avanza gradualmente perpendicular al eje de
segregacion cromosomica y hacia atras donde se produce el estiramiento de la membrana
plasmatica. Debido a la falta de miosina, no existe un anillo contractil en Giardia. Por lo
tanto, el surco de division es impulsado por flexiones de flagelos caudales y golpes de poder
de flagelos anteriores que culminan en citocinesis?®?’. En Giardia, los cuerpos basales
flagelares no se reabsorben, y estos juegan un papel importante en la organizacion del huso
durante todo el ciclo celular al ayudar a establecer la polaridad celular?®22. Los flagelos se
heredan de forma semiconservadora de las células progenitoras a las hijas de manera similar
a otros protistas y algas®}. Cuando los flagelos anterolaterales parentales se transforman en
los flagelos caudal derecho en ambas células hijas, ambos flagelos posterolaterales parentales
se vuelven anterolaterales en una célula hija mientras que ambos flagelos ventrales hacen lo
mismo en la otra. Ambos flagelos caudales mantienen su tipo y siempre se colocan en el lado
izquierdo debido a que representan los cuerpos basales mas maduros en las células hijas,
forman el ntcleo de los nuevos microtiibulos de disco adhesivo y, por lo tanto, determinan
la asimetria izquierda-derecha de la célula. Por el contrario, los flagelos de los pares ventral

y posterolateral siempre se ensamblan de novo durante cada division. En particular, la



reorientacion, migracion y transformacion funcional de los cuerpos basales de los padres y
los flagelos ocurren en paralelo con el movimiento de los nticleos y la mitosis*? (Nohynkova

et al., 2006).

| INTERPHASE I MITOSIS |
[ Prophase [ Metaphase [ Anaphase |

MITOSIS |
Cytokinesis |

| MITOSIS |
[ Cytokinesis |

Figura 1. Ciclo celular de trofozoitos de Giardia. La division celular de Giardia es un proceso muy
complejo que requiere una alta organizacion en cada uno de los pasos que atraviesa la célula. La profase,
metafase, anafase y telofase comprenden los pasos de la mitosis donde los niicleos se duplican y
posteriormente se produce la citocinesis. En esta figura nos centramos en los cambios que se producen en
los nucleos, los flagelos y el disco adhesivo durante el ciclo celular. Los flagelos anteriores parentales
aparecen en azul, los flagelos caudales en rojo, los posteriores en verde y los ventrales en amarillo. Los
cuerpos basales son puntos negros y el disco adhesivo parental tiene una linea continua, mientras que los

discos secundarios son discontinuos (Lagunas-Rangel, FA et al. (2021, en revision)).



Los nuevos discos adhesivos se ensamblan de novo en las células hijas durante la mitosis y
su nucleacion comienza en el lado anterior dorsal de la célula parental después de la
reorientacion de los flagelos anterolaterales. Estos aparecen como pequefios discos
compuestos por cintas cortas de microtiibulos del citoesqueleto. Estos nuevos discos giran en
el sentido de las agujas del reloj y se mueven gradualmente en direcciones opuestas. El disco
parental permanece hasta la mitosis tardia, donde el reborde ventrolateral persiste hasta la
ultima fase de la division. Por lo tanto, el desmontaje del disco parental implica primero
desmontar el citoesqueleto de los cuerpos basales y luego cortar y eliminar gradualmente las
microfibras y los puentes cruzados para que el disco se vuelva gradualmente mas pequefio®.
Los trofozoitos de Giardia alternan entre una fase adherida y una de natacidn, y esta
transicion, asi como la motilidad flagelar, es importante durante la division. La fase de
natacion es necesaria para el inicio de la citocinesis que conduce a la separacion de las dos
células hijas. Al inicio de la citocinesis, el montaje del disco adhesivo en cada célula hija se
completa con un agrandamiento de las microcintas dorsales con un desarrollo final de la
cresta lateral y el reborde ventrolateral. Finalmente, se requiere la fase dependiente de la
adhesion para completar la citocinesis de las células hijas conectadas de cola a cola. Durante
este proceso, las células hijas mueven sus discos adhesivos en direcciones opuestas hasta que
las células se separan®’. Un diagrama que resume los cambios de Giardia a través del ciclo
celular se presenta en la figura 1.

Durante el enquistamiento, el cual ocurre cuando los trofozoitos se encuentran en la fase G2,
las células en la fase de prequiste dividen sus nucleos sin replicacion del DNA y sin
duplicaciéon de polos centroméricos, por lo que el quiste comienza con una ploidia de 2N.
Después de una ronda de replicacion del DNA sin division celular, el quiste maduro se
convertira en 16N que consta de cuatro nucleos 4N2°. Mientras tanto, las tétradas del cuerpo
basal se separan y migran a los polos del huso sin duplicacion previa. Ademas, el disco

adhesivo junto con su citoesqueleto asociado se fragmentan’?,

1.7. DNA ribosomal
El DNA ribosomal (rDNA) es la secuencia de DNA que codifica el RNA ribosomal (rRNA)

y, en la mayoria de los eucariotas, consiste en un segmento altamente repetitivo compuesto



por un espaciador transcrito externo (ETS), las subunidades 18S, 5.8S y 28S que estan
separadas por espaciadores transcritos internos (ITS) y un espaciador no transcrito (NTS)
también conocido como espaciador intergénico (IGS) entre cada repeticion. Esta unidad de
rDNA se transcribe como un RNA precursor largo (45S pre-ARNTr) que se procesa y modifica
para generar las subunidades ribosomales maduras®. La sintesis del RNA ribosomal oscila
durante el ciclo celular. La transcripcion de genes del DNA ribosomal esta fuertemente
asociada al ciclo celular y esta es méxima durante la fase S y G2. Al entrar en la mitosis, los
nucléolos sufren cambios morfolégicos extensos y la transcripcion del DNA ribosomal cesa
casi por completo. La via p53-pRb normalmente controla el punto de control G1/S, y en este
punto también se censan los niveles de pre-rRNA, que de no ser adecuados, impiden el paso
de una fase a la siguiente’®,

El locus de rDNA de levadura se encuentra en el brazo largo del cromosoma XII. Hay dos
vias que actuan en paralelo para regular la expresion del rRNA, una dependiente de Sir2 y la
otra independiente. En el silenciamiento del rDNA dependiente de Sir2, Fob1 se une al sitio
RFB del espaciador no transcrito 1 (NTS1) y recluta a Netl, lo que conduce al reclutamiento
de Sir2 y Cdc14 al complejo RENT. Varias otras proteinas influyen en la regulacion de la
expresion del rRNA. Rpd3 estd asociado con la regulacion negativa del silenciamiento del
rDNA. Setl o Dotl reclutan positivamente a Netl y Sir2, mientras que Set2 tiene el efecto
contrario. Rad6 o Ubpl0 regulan positivamente el silenciamiento del rDNA regulando la
asociacion de Sir2 en los loci del rDNA, mientras que Ubp8 tiene un efecto negativo. En el
silenciamiento del rDNA independiente de Sir2, Fobl unido al sitio RFB media la union de
Tof2, Csm1/Lrs4 y condensina al NTS1, lo que lleva a la asociacion de rDNA con la periferia
nuclear con la ayuda de proteinas CLIP como Hehl y Nurl durante la mitosis. En esta etapa
especifica del ciclo celular, Jhd2 regula preferencialmente el silenciamiento del rDNA
manteniendo la asociacion de Csm1/Lrs4 y condensina®’ (Figura 2A).

En mamiferos la expresion del rDNA esta regulada por varios complejos enzimaticos, el
factor de transcripcion TTF-I reconoce y se une a TO, lo que facilita el reclutamiento del
complejo de remodelacion nucleolar (NoRC, por sus siglas en inglés) o del complejo de
remodelacion y desacetilacion de nucleosomas (NuRD) al promotor del rDNA. Un RNA
corto no codificante denominado pRNA, homologo al promotor del rDNA, es producido por

RNAPI y se une a TIPS a través de una estructura en horquilla, lo que facilita y estabiliza el
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reclutamiento del NoRC a la cromatina, promoviendo asi el silenciamiento del rDNA. Las
DNMTs median la hipermetilacion del rDNA con la asociaciéon del NoRC y pRNA. El
complejo de silenciamiento nucleolar dependiente de energia (eNoSC) regula el
silenciamiento del rDNA en respuesta a los niveles de energia intracelular o la restriccion
calérica. El complejo NuRD establece el estado de equilibrio para el tDNA en células
diferenciadas y de detencion del crecimiento. La interaccion del complejo NuRD con CSB y

TTF-I facilita el reclutamiento de NuRD al promotor del rDNA37 (Figura 2B).
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Figura 2. Diagrama esquematico de los complejos silenciadores del rRNA de A) levadura y de B) humano.
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1.8. Histonas y marcas epigenéticas

Las histonas son proteinas criticas en el empaquetamiento del DNA en la célula en forma de
cromatina y cromosomas. Son proteinas de masa molecular baja, aproximadamente 11-12
KDa y exhiben un alto contenido, cerca de 20%, de lisina y arginina (aminoacidos basicos).
Con las cargas positivas de las cadenas laterales de estos restos, las histonas (que son
extremadamente bésicas) se unen a los grupos fosfato del ADN (cargados negativamente).
Hay cinco tipos principales: la histona H1 y las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Estas tltimas
se denominan también histonas nucleosomales o canonicas y forman un octdmero con dos
histonas de cada tipo, en el cual se enrolla aproximadamente dos veces la doble cadena de

DNA. Este complejo ADN-histona recibe el nombre de nucleosoma y constituye el
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componente primario del cromosoma. La histonas H1 se coloca como pieza de cierre en cada
nucleosoma y al mismo tiempo toma contacto con las agrupaciones vecinas*®. A menudo, las
histonas son modificadas, modificando el nivel de compactacion de la cromatina y
permitiendo cambios en la expresion genica. Las modificaciones postraduccionales de las
proteinas permiten que las células respondan rapida y especificamente a estimulos endogenos
o exdgenos para evitar la sintesis de proteinas de novo, un proceso que lleva tiempo y
consume energia®’. Estas modificaciones incluyen acetilacion, metilacion, fosforilacion,
citrulinaciéon, ubiquitinaciéon, ADP-ribosilaciéon, desamidacion, formilacion, O-
GlcNAcilacion, propionilacion, butirilacion, crotonilacion e isomerizacion de la prolina.
En particular, las modificaciones postraduccionales en las histonas estdn relacionadas
principalmente con la regulacion de la expresion génica y, por lo tanto, tienen funciones
importantes en procesos clave. Varias enzimas evolucionaron para provocar modificaciones
especificas de aminoacidos en las histonas, agregando grupos funcionales (writers),
eliminando estas marcas (erasers), y estas marcas de cromatina pueden ser identificadas por
un grupo de proteinas (readers). Por tanto, estas modificaciones de histonas permiten que las
células modifiquen rapidamente la expresion génica en respuesta a estimulos ambientales*!.
El analisis del genoma de Giardia identifico la presencia de enzimas que podrian modificar
las histonas, incluidos los escritores de cromatina como acetiltransferasas (HAT)*,
metiltransferasas (HMTs)*, proteinas cinasas especificas** y ubiquitin ligasas +; asi como
enzimas borradoras como desacetilasas (HDAC)** y deubiquitinasas, entre otros factores
putativos de modificacion de histonas, donde la estructura del dominio de estas enzimas
parece ser menos compleja*®. Esto sugiere que existen mecanismos epigenéticos que regulan

la expresion génica en este parasito, abriendo un area de investigacion prometedora*’, aunque

al mismo tiempo no se ha demostrado la metilacion del DNA en este organismo?s.

1.9. Sirtuinas

La acetilacion de histonas es un ejemplo de marca de histonas. En general, la acetilacion de
histonas se asocia con cromatina activa y transcripcion de genes, mientras que la
desacetilacion de histonas se asocia con cromatina inactiva y represion de la transcripcion.
El equilibrio entre los dos estados esta controlado por la actividad de las histonas

acetiltransferasas (HAT) y las histonas desacetilasas (HDAC)*. Las sirtuinas se clasifican
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dentro de la familia de enzimas HDAC de clase III que, a diferencia de las HDAC de clases
Iy II, requieren el cofactor nicotinamida adenina dinucledtido (NAD+) como sustrato®®. Las
sirtuinas son altamente conservadas desde procariotas hasta eucariotas y la proteina Sir2 de
la levadura Saccharomyces cerevisiae es el miembro fundador de esta familia®!. Los
mamiferos tienen siete sirtuinas, SIRT1-7, que comparten un dominio central catalitico
conservado dependiente de NAD +, se localizan en diferentes compartimentos subcelulares,
se dirigen a diferentes sustratos y gobiernan diversos procesos bioldgicos importantes que
incluyen el metabolismo energético, la resistencia al estrés y el mantenimiento de la
estabilidad gendmica, envejecimiento y tumorigénesis. Los estudios bioldgicos celulares han
demostrado diferentes compartimentos subcelulares para cada miembro de la familia, siendo
SIRT6 y SIRT7 proteinas nucleares, SIRT3, SIRT4 y SIRTS son proteinas mitocondriales, y
SIRT1 y SIRT2 que se encuentran tanto en el nicleo como en el citoplasma®. Las sirtuinas
realizan principalmente desacetilacion en residuos de lisina modificados a través de un
mecanismo enzimatico Uinico que consume NAD + estequiométricamente, y la nicotinamida
es un producto obligatorio con cada ciclo de reaccion. Por lo tanto, la actividad de la sirtuina
esta intimamente ligada al estado metabolico de la célula®. Ademas, se sabe que las sirtuinas,
mas alla que la desacetilacion, pueden llevar a cabo otro tipo de reacciones que incluyen
ADP-ribosilaciéon, desuccinilacion, desmalonilacion y desacilacion, entre otras>*. Por
ejemplo, se ha encontrado que SIRT4 tiene baja actividad desacetilasa, pero alta actividad de
ADP ribosiltransferasa. Mientras tanto, SIRTS prefiere sustratos de succinilo, malonilo y
glutaril lisina en lugar de acetilisina. Se ha informado que SIRT2, cuya actividad principal
es la desacetilacion, posee actividad de desmiristoilacion junto con SIRT6.

Uno de los blancos de las sirtuinas son las histonas, siendo responsables de la cromatina
represiva y el silenciamiento de genes (Morigi et al., 2018). Las sirtuinas tienen funciones en
el control del ciclo celular, la reparacion del ADN y las funciones asociadas a las
mitocondrias®®. Se han identificado sirtuinas putativas en parasitos como Plasmodium,
Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma, Trichomonas, Giardia, Cryptosporidium,
Sarcomastigophora, Neospora, Babesia, Theileria 'y Eimeria®’, donde estas juegan un papel
importante en procesos clave y, por lo tanto, se consideran como posibles dianas terapéuticas

antiparasitarias®®.
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2. ANTECEDENTES

Giardia tiene 86 copias de la unidad de rRNA que consta de 28S, 5.8S y 18S en la region
subtelomérica de sus cromosomas'?. El rRNA de 5S se transcribe por separado de un locus
génico diferente>®. Hay 10 copias de la subunidad 5S y se encuentran en regiones internas
(no teloméricas) de los cromosomas'?. Cada trofozoito de Giardia contiene dos nucleos y el
rRNA se expresa en ambos nucleos®. En particular, este parasito exhibe subunidades de
RNA ribosomal mas pequenas que muchos eucariotas, e incluso de procariotas, y con una
secuencia que contiene un alto contenido de GC (75.1%)%!. En este parasito, las repeticiones
de rRNA comienzan después de una region subtelomérica llamada unidad génica del
telomero (TGU, por sus siglas en inglés) (compuesta de un gen de una proteina rica en
cisteina (VSP, por sus siglas en inglés), una proteina quinasa (gPK) y un gen de anquirina
(ANK))%2. El rDNA de Giardia comienza con una forma truncada de la subunidad 28S (con
un punto de ruptura muy conservado) que posteriormente continia con la primera subunidad
funcional 18S y un nimero variable de repeticiones. Al final, hay una forma truncada de la
subunidad 18S que es interrumpida abruptamente por la secuencia de telomeros®. La
transcripcion de rRNA por la RNA polimerasa I genera un precursor de pre-47S rRNA que
luego puede procesarse para producir el rRNA maduro. Para satisfacer la demanda, la
biogénesis de los ribosomas representa un tremendo compromiso de energia celular y esta
estrictamente regulada por las células en respuesta a diversos estreses y estimulos
ambientales’’. Los genes que codifican el IDNA son altamente susceptibles a la pérdida de
copias debido a su repetitividad y transcripcion activa a lo largo del ciclo celular, lo que
representa uno de los aspectos mas criticos del mantenimiento del genoma®*. Estas cuestiones
deben ser gestionadas por las células a través de algunos mecanismos reguladores. En la
mayoria de los casos, la regulacion a corto plazo se produce mediante la modificacion
reversible de los factores de transcripcion de la RNA Pol I que afectan la eficacia del inicio
de la transcripcion y/o la tasa de transcripcion de genes de rRNA activos. Sin embargo, la
regulacion a largo plazo implica mecanismos epigenéticos que alteran la proporcion de
copias activas y silenciosas de genes de rRNA3. En los sitios de heterocromatina del rDNA,
los estados epigenéticos contribuyen al silenciamiento génico y la estabilidad del genoma,

que son necesarios para una segregacion cromosomica adecuada y una vida til normal®’. En
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Giardia se ha reportado la presencia de cromosomas secundarios o accesorios de longitud
variable que contienen conjuntos de repeticiones del rDNA®2, lo que podria indicar la
presencia de circulos extracromosomicos producto de inestabilidad gendmica®. Las histonas
canonicas (dos copias para los genes H2a, H2b y H3, y tres copias del gen H4, con excepcion
de la histona enlazadora H1)*>?* se han identificado en Giardia, las cuales mantienen sitios
conservados evolutivamente para modificaciones postraduccionales. En Giardia, los

mecanismos epigenéticos estudiados hasta ahora estan involucrados en la regulacion del

42,65,66 68-70
, la .

enquistamiento variacion antigénica®®®’ y la resistencia a los antibidticos
Ademas, las marcas epigenéticas en las histonas estdn asociadas con efectos sobre la
expresion génica en Giardia®®"!. Giardia tiene cinco sirtuinas (GdSir2.1 [GL50803 10708],
GdSir2.2 [GL50803 10707], GdSir2.3 [GL50803 16569], GdSir2.4 [GL50803 11676] y
GdSir2.5 [GL50803 6942]). Aunque dos de esas sirtuinas (GdSir2.1 y GdSir2.2) se han

caracterizado bioquimicamente’>’3, no se sabe que funcion especifica tienen dentro del

parasito.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que bésicamente todos los organismos presentan mecanismos para regular la
expresion del rDNA con el fin de mantener un niimero adecuado de ribosomas y al mismo
tiempo evitar la inestabilidad de su genoma, es de interés estudiar estos mecanismos en
Giardia duodenalis, un parasito de amplio interés médico y con altas tasas de resistencia a
los farmacos actuales, con el objeto de explotar estos conocimientos y desarrollar nuevas

estrategias de tratamiento.

4. HIPOTESIS

Giardia duodenalis posee mecanismos epigenéticos responsables de regular la expresion del

rDNA.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar algunos de los mecanismos epigenéticos que posee Giardia duodenalis para

regular la expresion del rDNA.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Elucidar posibles mecanismos epigenéticos que permitan regular la expresion del
rRNA en Giardia.

2. Determinar el estado de eucromatina y heterocromatina en el DNA ribosomal

3. Determinar como se regula la expresion del rRNA a través del ciclo celular de
Giardia.

4. Establecer el papel de sirtuinas en la expresion del rRNA.

5. Caracterizar la participacion de sirtuina GdSir2.4
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Regulacién de la expresion del
rRNA en Giardia
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Cepas y condiciones de crecimiento

Los trofozoitos de Giardia duodenalis, cepa WB (ATCC 30957), se cultivaron en medio
TYI-S-33 modificado complementado con suero bovino fetal al 10% vy solucion
antibiotica/antifungica (100 U de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina y 0.25 pg/mL de
anfotericina) en tubos de plastico con tapon de rosca de 15 mL a 37 ° C.

8.2. Soluciones

Soluciones madre de TSA 1 puM (Sigma-Aldrich, T8552), NAM 1 M (Sigma-Aldrich,
72340), DZNep 1 uM (Sigma-Aldrich, SML0305), CHX 1 M (Sigma-Aldrich, 01810) y
DOX 5 mg/mL (Sigma Aldrich, D9891) se prepararon en PBS o0 DMSO, dependiendo de su
solubilidad, y se esterilizaron por filtracion. Las soluciones madre se diluyeron en el medio
para su uso a las concentraciones descritas.

8.3 Analisis de hipersensibilidad a la DNasal de la cromatina

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando 1 x 10° trofozoitos de Giardia que se
resuspendieron en 1.2 ml de buffer de DNasal (HEPES, pH 8,0, 10 mM, KCI1 50 mM, MgCl,
5 mM, CaCl> 3 mM, NP40 0,1%, Glicerol 8%, DTT 1 mM) y luego se rompié usando un
homogeneizador Dounce (~ 10 golpes). Los nticleos aislados se incubaron con 40 U/mL de
DNasal a 25 °C durante 30 segundos y luego se agregaron 300 puL de buffer de paro de la
DNasal (EDTA 20 mM, SDS 1%) para terminar la reacciéon. Después del tratamiento con
RNasa A y proteinasa K, el ADN se precipitd con acetato de sodio y etanol y se cuantifico.
Aproximadamente 2 ng de ADN digerido se analizaron mediante ensayos cuantitativos de
PCR en tiempo real (QPCR) utilizando el kit Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
(Thermo Scientific, K0221) en un sistema de PCR en tiempo real StepOne (Applied
Biosystems). Todas las reacciones de qPCR se realizaron por triplicado, los primers
utilizados se enlistan en la Tabla 2 y las condiciones se optimizaron para producir un solo
amplicon del tamafio correspondiente con DMSO al 5%, desnaturalizacion de 95 ° C durante
30 s, alineacion de 60 °C durante 6 s, y extension de 72 °C durante 30 s. Los datos se
analizaron usando el método del ciclo umbral (2°24€T) con el gen relacionado con la actina

sirviendo como normalizador y los resultados se muestran como enriquecimiento. Se eligid
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la primera parte de la region IGS como calibrador para este andlisis ya que era la fraccion

con los valores mas bajos.

Tabla 2. Lista de primers utilizados en este estudio. Los sitios de restriccion EcoRV y

Xhol estan subrayados y el sitio de mutagénesis se muestra en negrita.

Metodologia Primer Secuencia (5’ a 3°)
GdSir2.4 F GATATCATGCAGATAGAAGAGGACAGAC
GdSir2.4 R AAGCCTCGAGGAGGTAACGCGGCTGACTGGCTGAGA
Clonacién HA tag GAATTCGATTCAGGATCCAGCGTAATCTG
Mut2.4F | ACTAAGAGATCCGCCTACCTGCTTGACATCTACAACCTCG
Mut2.4 R | CGAGGTTGTAGATGTCAAGCAGGTAGGCGGATCTCTTAGT
18S F CGCACATCCAAGGACGGCAGC
18SR GCCAACTACGGGCGTTTCAACTGC
28SF CGTGCATGAATGGACCAACG
28S R CGTCAGGGTGTCTCAGGGG
INT1F GCAACGACCGGGAGACAC
Chip INT1 R GCAGGAGAGACCGGAGTGTT
INT2 F GATGCACAGTCAGCCTCCAA
INT2 R GCGAGATAAAGCACCTTG
INT3 F CGGCCTCCGTCACGC
INT3 R CCCTATAGTGCCGGGCG
GdSirt2.1 F CTCGGAACAAGCCTTACCGT
GdSirt2.1 R CGACCTACAAGATCGAGGGC
GdSirt2.2 F CCTGCAACGGACTTCGCATC
GdSirt2.2 R AGCCCAGGTCAGCGAGAATC
GdSirt2.3 F CAGCCACGACTTCTACCGTT
GdSirt2.3 R TGCCGTTTGATACGAAGCCT
aRT-PCR GdSirt2.4 F TCAGGCCTTCGCTTACACAC
GdSirt2.4 R GAGGACAACCTCTGGAAGGC
GdSirt2.5 F GGAACCATCCAGCCCAATCA
GdSirt2.5 R GAAGAGGCAGGTGTTTCCGA
Actin F GTCCGTCATACCATCTGTTC
Actin F GTTTCCTCCATACCACACG
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8.4. Analisis bioinformatico

Las secuencias de los miembros principales que componen los complejos silenciadores del
rRNA en levadura y en humanos se obtuvieron de bases de datos publicas y las busquedas
de candidatos en Giardia se realizaron por alineamientos con la herramienta BLAST en el
servidor de Giardia database (McArthur, 2000). Los nimeros de identificacion de las
proteinas que se usaron como base para buscar ortdlogos en Giardia son: Fobl
(QHBO07573.1), Netl (KZV10197.1), Cdc14 (AAA34477.1), Sir2 (CAA96447.1), Tof2
(CAA82080.1), Csm1 (QHBO07213.1), Lrs4 (QHB07901.1), SNF2h (NP_003592.3), TIPS
(NP _038477.2), NML (XP _011518257.1), SUV39HI (CAG46546.1), SIRTI
(AAH12499.1), HDACI1 (CAG46518.1), HDAC2 (NP_001518.3), RbAp46 (AAC50231.1),
MTA1 (NP_004680.2), MTA2 (NP _004730.2), MTA3 (NP _001269684.1), MBD2
(AAC68871.1), MBD3 (AAH09372.1), GATAD2a (AAH12902.2), CHD3 (AAB87383.1)
and CHD4 (AAH38596.1)

8.5. Elutriacion centrifuga en contraflujo

Todos los experimentos de elutriacion se llevaron a cabo como describen Horlock-Roberts
etal. (2017)". Se realizaron utilizando una centrifuga de la serie Avanti J 26 XPI (Beckman
Coulter, Inc) y un rotor de la serie JE 5.0 con la cdmara de elutriacion estandar de 4 ml. El
flujo de fluido en el sistema se suministr6 a través de un tubo de silicona (Masterflex RK-
96420-14) de 1.6 mm de diametro interno y se controld6 mediante una bomba peristaltica
(accionamiento de bomba Masterflex 7523-60 con cabezal de bomba de flujo de precision
[77200-60]). El rotor de la centrifuga se mantuvo a una velocidad de 2,400 rpm (550 g) y a
una temperatura de 21 ° C. Las células se inyectaron en el sistema de elutriacion a un caudal
de bombeo de 1 mL/min. Los flujos utilizados en la elutriacion fueron 5 (F1), 8 (F2), 11 (F3),
14 (F4), 17 (F5), 20 (F6), 25 (F7), 30 (F8), 35 (F9), 40 (F10), 50 (F11) y 60 (F12) mL/min,
asi como un flujo final (BO) a 60 mL/min con la velocidad de centrifugado ajustada a 0 rpm
. Se recogid un total de 50 mL para cada fraccion, ya que esto correspondia aproximadamente
al volumen muerto del sistema. Las células de cada fraccion se recogieron mediante
centrifugacion y se resuspendieron en 1 mL de PBS y luego se dividieron en alicuotas para

el conteo de células, citometria de flujo y RT-qPCR.
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8.6. Citometria de flujo

Los trofozoitos de Giardia se trataron como describi6 previamente Bernander et al. (2001)°,
usando un fijador de 4acido citrico (&cido citrico monohidrato 40 mM, fosfato de sodio
dibasico 20 mM, sacarosa 200 mM y Triton X-100 al 1%) y luego se diluy6 en PBS que
contenia MgClz 125 mM. Las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su andlisis y el dia de la
citometria de flujo se trataron con 100 pg/mL de RNasa A (Sigma-Aldrich, R6513) y se
tifleron con SYTOX 1 uM (Thermo Fisher Scientific, S7020). Las células se analizaron con
un citometro de flujo Cytomics FC500 (Beckman Coulter, Inc., Indianapolis, EE. UU.) y los
datos de citometria de flujo se analizaron con el software de analisis FlowJo v.8.5.1.

8.7. RT-qPCR

El RNA total se extrajo utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen, 15596026). E1 ARN se
transform6 en ADNc usando transcriptasa inversa SuperScript III (Invitrogen, 18080044) y
hexameros aleatorios (IDT, 51011825), mientras que las RT-qPCR se realizaron con Luna
universal gPCR master mix (New England Biolabs, M3003) en un CFX connect real-time
PCR detection system (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los primers para cada gen se muestran
en la Tabla 2. Todos los protocolos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El nivel de expresion relativo de cada gen se determind utilizando el método del
ciclo umbral (2-22€T) y el gen relacionado con la actina se utilizo como control de carga para
normalizar los valores.

8.8. Construccion de plasmidos y transfeccion de parasitos.

La region codificante de GdSir2.4 se amplifico mediante PCR a partir de DNA gendémico de
trofozoitos de Giardia utilizando los primers Sir2.4 F y Sir2.4 R (Tabla 2), produciendo un
fragmento de 1788 pb que introduce los sitios de restriccion EcoRV y Xhol. El fragmento de
DNA purificado se clon6 en el plasmido pJET 1.2 de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante (Thermo Scientific, K1231). El plasmido pJET1.2 con el inserto se someti6 a doble
digestion y el fragmento escindido se purifico y clond en el plasmido pc-3HA-NEO”. La
secuencia de GdSir2.4 y la etiqueta HA se amplificaron mediante PCR utilizando los primers
Sir2.4 F y etiqueta HA (Tabla 2). El fragmento de DNA se purifico y se clond en el plasmido
pNLop4’¢ que tiene un casete de resistencia a puromicina. El diagrama del plasmido aparece
en la figura 2A. Para generar una variante no funcional de GdSir2.4, se realizé mutagénesis

dirigida con el kit QuikChange Lightning (Agilent, 210518). Asi, los nucleotidos 616y 617
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de CA fueron reemplazados por GG en el pldsmido pNLop4-GdSir2.4 para sustituir la
histidina 206 con una glicina (Figura 2B). Se utilizaron los primers Mut2.4 F y Mut2.4 R
(Tabla 2). Los trofozoitos de Giardia se transfectaron con los plasmidos construidos
mediante electroporacion y se anadieron 10 pg/ml de puromicina a los transfectantes 24 h
mas tarde. La seleccion se realizd por una semana donde se cambio el medio cada 3 dias.

Para inducir la expresion de las proteinas se utilizo 10 pg/mL de DOX durante 12 h.

1_origin
A) lacZ_a
M13_forward20_primer
TT_promader AmpR_promoter

Arnpicillin

pura (varlant)
T3 _promater

pBER322 arigin
pNLop4-GdSir2.4-HA-Puro
Sequence
7445 bp
M13_reverse_primer
TelR lae_promeder
M13_reverse primer
T3_promaier
HA
B) Generaciéon de dominante negativa

601 GAT GTC AAG CAG GTA CAC GGA TCT CTT AGT AAC CCG GGC
201 D v K Q v H G S L S N P G
601 GAT GTC AAG CAG GTA GGC GGA TCT CTT AGT AAC CCG GGC

201 D \ K Q \Y% G G S L S N P G

Figura 3. Plasmido construido para sobreexpresar a GdSir2.4 silvestre y a la dominante negativa. A)
Diagrama del plasmido pNLop4-GdSir2.4-HA-Puro utilizado en el presente trabajo para sobreexpresar la
proteina GdSir2.4 en los trofozoitos de Giardia despues de la adicion de tetraciclina al medio. B) Cambios en
la secuencia del plasmido pNLop4-GdSir2.4-HA-Puro realizados para crear una proteina dominante negativa

que no tuviera actividad enzimatica al modificar a la histidina 206 con una glicina.
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8.9. Inmunofluorescencia

Las células de Giardia transfectadas e inducidas se unieron a cubreobjetos y luego se fijaron
con metanol-acetona 1:1 durante 15 min a -20 ° C. Se hicieron tres lavados con PBS y luego
se incubaron durante 30 min a 37 ° C con tamp6n de bloqueo de inmunofluorescencia (Triton
X-100 al 0,1%, BSA al 2% en PBS). A continuacion, anadimos el anticuerpo anti-2,2,7-
trimetilguanosina de raton (Santa Cruz, sc-32724) diluido 1: 200 en tampdn de anticuerpo
(Triton X-100 al 0,05%, BSA al 0,5% en PBS) y lo incubamos durante la noche a 4°C.
Después de tres lavados con PBS, se afiadié anticuerpo anti-HA de conejo (Invitrogen, 71-
5500) diluido 1:50 en tampo6n de anticuerpo y se incub6 durante la noche a 4°C. Se realizaron
tres lavados con PBS y se afiadi6 el anticuerpo IgG (H + L) -Alexa Fluor 488 anti-raton de
burro (Invitrogen, A21202) en una dilucién 1: 200 con tampdn de anticuerpo, se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavo nuevamente. Se afladi6 anticuerpo de cabra
anti-conejo IgG (H + L) -Alexa Fluor 594 (Jackson Immunoreseach Laboratories, 111-585-
144) en una dilucion 1: 200 con tampon de anticuerpo, se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente y se lavo. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos utilizando un medio de
montaje protector de vectores que contenia DAPI (Vector Laboratories, H1200) y se sellaron
con esmalte de ufas. Las imagenes se adquirieron con el sistema laser confocal Nikon C2.
8.10. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

La cromatina de los trofozoitos de Giardia se obtuvo utilizando el kit Magna ChIP HiSens
(Millipore, 17-10460) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La cromatina se
sometid a ultrasonidos hasta un tamafio de ADN medio de aproximadamente 200 a 1000 pb
con 4 ciclos de 15 s encendidos/50 s apagados al 60% de amplitud. Los anticuerpos utilizados
fueron el anticuerpo anti-HA de conejo (Invitrogen, 71-5500), anticuerpo primario de lisina
anti-acetilada de conejo (Cell Signaling Technologies, 9441), anticuerpo anti-H3KO9ac de
conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-8655), anticuerpo anti-lisina de conejo, anticuerpo
H4K16 (Sigma-Aldrich, 07-329) y anticuerpo anti-IgG de raton (Thermo-Scientific, 31878).
Estos anticuerpos fueron evaluados previamente en otros reportes®®’”. Todos los anticuerpos
se utilizaron a una dilucién de 1: 200. Aproximadamente 2 ng de ADN inmunoprecipitado y
material de entrada se analizaron mediante qPCR como se menciond anteriormente usando
los primers descritos en la Tabla 2. Las curvas estandar para los primers se derivaron de una

serie de diluciones del DNA de entrada y su valor R? varié de 0,92 a 0,95. Las sefiales de
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ChIP se dividieron por la sefial no especifica (IgG), y la sefial de ChIP se representa como el
aumento de veces de la sefial con respecto a la sefial de fondo.

8.11. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con la prueba de Shapiro-Wilks para verificar su normalidad. Se
utiliz6 el ANOVA post hoc de Dunnet para las comparaciones. Para realizar el analisis se

utiliz6 GraphPad Prism v.6 (GraphPad Software, La Jolla, CA).
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9. RESULTADOS

9.1. El rDNA en Giardia tiene una distribucion diferencial de cromatina y marcas
epigenéticas en las diferentes subunidades.

Para conocer de forma general como se compacta la cromatina a través del rDNA realizamos
un andlisis de hipersensibilidad a la DNasal. Encontramos que el nivel de eucromatina mas
alto en el rDNA de Giardia se encuentra al comienzo de la region IGS, y luego de manera
gradual se compacta hasta llegar al punto con la heterocromatina més alta dentro de la
subunidad 18S luego de lo cual la cromatina comienza a relajarse gradualmente (Figura 3).
Ahora, para investigar si la expresion del rRNA en este pardsito estd regulada por
modificaciones de histonas, realizamos ChIPs utilizando diferentes anticuerpos. Las marcas
H3K9ac, H4K16ac, y H3K4me3 se enriquecieron en la region IGS en Giardia. Asi, de forma
similar a las células humanas’®, las modificaciones de histonas detectadas en el rDNA de
Giardia se concentraron en la region IGS, mientras que dentro de las secuencias codificantes
de las subunidades 18S, 5.8 y 28S la presencia de estas modificaciones es relativamente bajo
(Figura 4). Esto se correlaciona bien con los resultados de los ensayos de sensibilidad a la
DNasa I, ya que la activacion de las marcas de acetilacion y metilacion de histonas que

detectamos sugiere un aumento de eucromatina en estas regiones.

9.2. La nicotinamida (NAM) induce la expresion de rRNA, mientras que la tricostatina
A (TSA) y la 3-deazaneplanocina A (DZNep) la reprimen

Para elucidar los posibles mecanismos epigenéticos que podrian regular la expresion del
rRNA en Giardia, se utilizaron reactivos que inhiben efectos epigenéticos especificos. Se
uso tricostatina A (TSA) para inhibir las HDAC independientes de NAD+, nicotinamida
(NAM) para inhibir las HDACs dependientes de NAD+ o sirtuinas, y se us6 3-
deazanplanocina A (DZNep) para inhibir las histonas metiltransferasas (HMT). TSA y NAM
se usaron previamente en este parasito®®’’, mientras que DZNep se usO para apuntar a
metiltransferasas de histonas dependientes de S-adenosil-metionina (SAM-HMT) en
Giardia®"*°, La metilacion del DNA no se examin6 en este trabajo, ya que esta no se ha

sido reportada en este protozoario*®.

25



T

Heterochromatin Mark
N
1

ol

1 T

N v &> S S
N

IGS m
w188 12 283
H

— — —

INT2 188 28S

Figura 3. Distribucién de heterocromatina en rDNA de Giardia. Resultados del ensayo de sensibilidad
a la DNasa I para determinar el estado de compactacion de la cromatina. La heterocromatina aumenta
gradualmente desde la region IGS a la subunidad 18S donde se produce la mayor compactacion y luego
vuelve a disminuir gradualmente. El conjunto de primers de PCR utilizado para cada muestra (Tabla 2) se
indica en el eje x del grafico, y la ubicacion del producto de PCR en relacion con la unidad del rDNA se
muestra en el diagrama esquematico a continuacion. Tomando el inicio de la traducciéon como punto de
referencia, los primers se disefiaron como: primers INT1 en la posicion -930, primers INT2 en la posicion
-525, primers INT3 en la posicion -250, primers 18S en la posicion +340 y primers 28S en la posicion

+3490. Se muestran los resultados de tres experimentos independientes.

Se examinaron dos concentraciones para cada inhibidor: 50 nM y 200 nM para TSA, 5 mM
y 10 mM para NAM y 10 y 50 nM para DZNep. Los tres reactivos dieron como resultado
cambios en los niveles de rRNA en las células de Giardia (Figura 5A). La disminucion del
rRNA tras el tratamiento con TSA y DZNep sugiere la participacion de HDACs y HMT
dependientes de NAD+, respectivamente, en la activacion de la expresion del rRNA. El
aumento de los niveles de rRNA con NAM sugiere una participacion de las sirtuinas en su
expresion. Para examinar si estos efectos dependen de la sintesis de proteinas, tratamos las
células con los tres inhibidores en concentraciones que causaron el mayor efecto sobre la
expresion de rRNA junto con cicloheximida (CHX). El efecto estimulante de NAM y los
efectos inhibidores de TSA y DZNep sobre la expresion de rRNA se anularon cuando se
bloqued la sintesis de proteinas, lo que sugiere que los efectos de estos reactivos sobre la

expresion de rRNA estdn mediados por proteinas que aactuan como reguladores (Figura 5B).
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Se busco en la base de datos del genoma de Giardia
a través de BLAST coincidencias con proteinas
asociadas con sirtuinas en complejos silenciadores
de TRNA en humanos y levaduras’’ (Tabla 3).
Hubo coincidencias de secuencia mas altas entre
las proteinas candidatas de Giardia con los
ortologos humanos que con los ortologos de
levadura. En particular, se identificaron ortdlogos
de Giardia de cinco proteinas principales que se
encuentran en el complejo que contiene sirtuina y
que participan en el silenciamiento nucleolar

dependiente de la energia.

Figura 4. Marcas epigenéticas en el rDNA de Giardia. Los
resultados de los ChIPs utilizando diferentes anticuerpos para
las marcas epigenéticas. Se analizaron A) acetilacion general
del rDNA, B) H3K9ac, C) H4K16ac y D) H3K4me3, que son
marcas de activacion. La mayoria de las modificaciones
epigenéticas analizadas se encontraron en la region IGS,
siendo bajas en las regiones codificantes de las diferentes
subunidades de rRNA. El conjunto de primers de PCR
utilizado para cada muestra (Tabla 2) se indica en el eje x del
grafico, y la ubicacion del producto de PCR en relacion con
la unidad del rDNA se muestra en el diagrama esquematico a
continuacion. Tomando el inicio de la traduccién como punto
de referencia, los primers se disefiaron como: primers INT1
en la posicion -930, primers INT2 en la posicion -525,
primers INT3 en la posicion -250, primers 18S en la posicion
+340 y primers 28S en la posicion +3490. Se muestran los

resultados de tres experimentos independientes
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Figura 5. La expresion del rRNA esta regulada por mecanismos epigenéticos. A) Efectos de TSA, NAM y
DZNep sobre la expresion de rRNA en Giardia. B) CHX revierte los efectos de TSA, NAM y DZNep sobre la
expresion de rRNA por CHX. Los datos se normalizaron con el gen relacionado con la actina. Se muestran los
resultados de tres experimentos independientes. La significancia estadistica se indica como * p<0.05, ** p<0.01,

*#% p<0.001 y **** p<0.0001.

9.3. Durante el ciclo celular de Giardia, se regula la transcripcion del rRNA

Para examinar los niveles de rRNA durante el ciclo celular de Giardia, se utiliz6 elutriacion
centrifuga en contraflujo en cultivos de Giardia asincronicos para obtener fracciones
enriquecidas con células en fases especificas del ciclo celular (Figura 6A y 6B). Se extrajo
RNA de estas fracciones e intentamos utilizar la PCR de punto final para amplificar el
precursor del rRNA 45S que representaria el rRNA no procesado recién sintetizado. Sin
embargo, no fue posible obtener de manera consistente este gran producto de PCR largo (~
5000 pb) debido al alto contenido de GC (75,1%) y las fuertes estructuras secundarias de la
plantilla de rRNA. Por lo tanto, usamos primers para la subunidad 18S (Tabla 2) para
examinar por RT-qPCR. Se observaron dos picos de rRNA: un pico (~ 35 veces) en la
Fraccion 2 que esta enriquecido en células G1 y un segundo pico (~ 45 veces aumento) en la
Fraccion 10 que estd enriquecido en células G2 tardias (Figura 6C) . Dado que los niveles

maximos de rRNA 18S maduro estan por detrés del pico de sintesis de ARN de novo en otros
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eucariotas®! | es probable que la sintesis maxima de rRNA de novo en Giardia se produzca

en G1/S tardio y G2 temprano.

Tabla 3. Posibles proteinas asociadas a las sirtuinas en el silenciamiento del rRNA. Se

realizaron busquedas bioinformaticas para identificar otras proteinas implicadas en la

regulacion de la expresion de rRNA en Giardia mediante el uso de las secuencias de

principales proteinas en los complejos silenciadores del rRNA en levadura y humano.

Saccharomyces cerevisiae
Contraparte en E-
Proteina Complejo
Giardia value
Fobl Silenciamiento de rtDNA dependiente de Sir2
0 Jp— J—
Silenciamiento de rDNA independiente de Sir2
Netl --- --- Silenciamiento de rDNA dependiente de Sir2
Cdcl14 GL50803 9270 le-62 Silenciamiento de rDNA dependiente de Sir2
GL50803 10708 | 1le-34
Sir2 GL50803 10707 | 4e-34 Silenciamiento de rDNA dependiente de Sir2
GL50803 11676 | 4e-08
Tof2 - - Silenciamiento de rDNA independiente de Sir2
Csml - - Silenciamiento de rDNA independiente de Sir2
Lrs4 - - Silenciamiento de rDNA independiente de Sir2
Homo sapiens
Contraparte en E-
Proteina Complejo
Giardia value
GL50803 112978 | 2e-109
GL50803_ 8228 le-78
GL50803_87205 | 6e-58
SNF2h Complejo remodelador nucleolar
GL50803 16370 | le-51
GL50803 16143 | 8e-46
GL50803_7890 le-15
TIPS GL50803 21502 | 2e-07 Complejo remodelador nucleolar
Complejo silenciador nucleolar dependiente de
NML GL50803 14327 | 4e-23
energia
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GL50803 9130 3e-19
SUV39H] GL50803 221691 | 4e-14 Complejo silenciador nucleolar dependiente de
GL50803 13838 le-13 energia
GL50803 8921 le-08
GL50803 10708 | 6e-45
SIRTI GL50803 10707 | 3e-38 Complejo silenciador nucleolar dependiente de
GL50803 11676 | Te-12 energia
GL50803 16569 | 3e-07
HDAC1/2 GL50803 3281 | 2e-139 Remodelacion y desacetilacion de nucleosomas
GL50803 14753 | 1le-37
GL50803 14174 | 8e-12
GL50803 4549 6e-08
RbAp46/48 | GL50803 2562 2e-07 Remodelacion y desacetilacion de nucleosomas
GL50803 13667 | 9e-07
GL50803 11953 | 2e-06
GL50803 33762 | 1e-06
MTA1-3 - - Remodelacion y desacetilacion de nucleosomas
MBD?2/3 - - Remodelacion y desacetilacion de nucleosomas
GATAD?2a/b - - Remodelacion y desacetilacion de nucleosomas
GL50803 112978 | 3e-123
GL50803 8228 4e-90
CHD3/4 CL50803_16370 te-30 Remodelacion y desacetilacion de nucleosomas
GL50803 87205 | 3e-50
GL50803 16143 | 9e-41
GL50803 7890 le-15
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Figura 6. Analisis del ciclo celular de las fracciones de elutriacion y los niveles de expresion del rRNA.
A) Andlisis de citometria de flujo de un conjunto representativo de muestras de elutriacion. El pico en 200 en
el eje X corresponde a las celdas en G1, mientras que el pico en 400 corresponde a las celdas en G2. B)
Porcentaje representativo de células en cada fase del ciclo celular para cada una de las fracciones obtenidas por
elutriacion. US, muestra sin clasificar; FT, fraccion de flujo continuo; BO, fraccion de explosion. C) Se
midieron los niveles de rRNA 18S en cada fraccion obtenida. Los datos se normalizaron con el gen relacionado
con la actina y los niveles de expresion son relativos a los determinados para la fraccion 6. Las barras G1/S y
G2 encima del grafico indican el tipo de célula predominante segtin los resultados de la citometria de flujo. Se
muestran los resultados de tres experimentos independientes. La significancia estadistica se indica como *

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001.

31



Dado que se ha demostrado que las sirtuinas juegan un papel importante en la regulacion del
RNA vy Giardia posee cinco de ellas*?, se determinaron los niveles de expresion de cada
sirtuina en las fracciones de elutriacion. Los niveles de mRNA de GdSir2.1 son los més altos
en G2 (Fraccidn 6), GdSir2.3 es mas alto en G1/S (Fraccion 3), mientras que los niveles mas
altos de GdSir2.2 (Fracciones 2 y 3) y GdSir2.4 ( Fraccion 2) estan en la fase G1. Aunque
los niveles de mRNA de GdSir2.5 variaron entre las facciones de elutriacion, ninguno de
estos cambios se asocia de manera consistente con una etapa particular del ciclo celular
(Figura 7). La correlacion de los picos en los niveles de GdSir2.2, GdSir2.3 y GdSir2.4 en
G1 con los niveles bajos de rRNA en la primera mitad de G2 (Fraccion 4 a fraccion 8) sugiere
que las tres proteinas pueden estar involucradas en el silenciamiento de la transcripcion de
novo de rRNA en esta parte de la fase G2. La disminucion de los niveles de GdSir2.2,
GdSir2.3 y GdSir2.4 por el punto en G2 representado por las células que estan enriquecidas
en la Fraccion 8 permitiria la des-represion de la expresion de rRNA en la tltima parte de G2
representada por las Fracciones 9 - 11. Dado que Carranza et al. (2016)% demostraron que
GdSir2.4 co-localiza con un marcador nucleolar, nos centramos inicialmente en el papel de

esta proteina en la expresion de rRNA.

9.4. NAM induce un arresto del ciclo celular en G2 en los trofozoitos de Giardia y
promueve cambios en la expresion transcripcional de las sirtuinas

Los trofozoitos de Giardia se expusieron a 5 mM, 10 mM o 15 mM de NAM durante 6, 12
0 24 h, y posteriormente se analiz6 el ciclo celular mediante citometria de flujo. El andlisis
del ciclo celular revel6 un fuerte arresto en la fase G2 que depende de la dosis de NAM y el
tiempo de exposicion (Figura 8A). Debido a que el nocodazol es el farmaco estandar para
inducir la detencidon de G2 en Giardia®?, las células tratadas con este fArmaco se utilizaron
como control. NAM no induce endorreplicaciéon como nocodazol. Ademas, observamos que
la detencion en la fase G2 por nicotinamida se mantiene hasta aproximadamente 6 h después
de que el medio con este farmaco se retird y se reemplazd por un medio libre de farmaco

(Figura 8B).
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Figura 7. Expresion de sirtuinas de Giardia en cada fraccion de elutriacion. Los niveles de expresion de A)
GdSir2.1, B) GdSir2.2, C) GdSir2.3, D) GdSir2.4 y E) GdSir2.5 se midieron en cada fraccion obtenida después
de la elutriacion. Los datos se normalizaron con el gen relacionado con la actina y los niveles de expresion son
relativos a los determinados para la fraccion 6. Las barras G1/S y G2 encima del grafico indican el tipo de célula
predominante segun los resultados de la citometria de flujo. Se muestran los resultados de tres experimentos

independientes. La significancia estadistica se indica como * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.0001.
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Figura 8. NAM arresta a los trofozoitos de Giardia en fase G2 de forma dosis y tiempo dependiente.
A) Analisis del ciclo celular de trofozoitos expuestos a NAM 5 mM, 10 mM o 15 mM durante 6, 12 0 24
h mostrando una fuerte arresto en la fase G2. Se utilizé nocodazol 5 uM como control de detencion de G2.
B) La detencion se mantiene hasta 6 h después de que el medio con nicotinamida se reemplaza por medio

sin farmaco.

Dado que las sirtuinas de Giardia son blancos de NAM, investigamos si el tratamiento con
este fairmaco provoca cambios en su expresion. De esta manera, observamos que el
tratamiento con NAM regulaba positivamente la expresion de GdSir2.2, GdSir2.4 y GdSir2.5
en aproximadamente 2.7, 2.2 y 1.5 veces, respectivamente, mientras que la expresion de
GdSir2.1 y GdSir2.3 se redujo a aproximadamente la mitad en ambos casos (Figura 9A).
Ademas, para evaluar si hay un aumento correspondiente en la actividad de acetilacion, se

llevo a cabo un western blot de lisinas acetiladas y se obtuvo un ligero aumento en los niveles
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de proteina acetilada, 1,2 veces con 5 mM y 15 mM y 1,3 veces con 10 mM, que es

consistente con la inhibicidn de las sirtuinas por la nicotinamida (Figura 9B y 9C).
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Figura 9. NAM promueve cambios en la expresion transcripcional de las sirtuinas. A) Cambios en la
expresion transcripcional (QRT-PCR) de las sirtuinas de Giardia después del tratamiento con NAM. La
linea de puntos indica los niveles basales de las células no tratadas para cada sirtuina. B) Niveles de
proteinas acetiladas detectadas por western blot en células tratadas con PBS y dosis crecientes de NAM.
C) Analisis densitométrico. La significancia estadistica se indica como * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.001 y **** p <0.0001.

9.5. GdSir2.4 produce cambios epigenéticos a lo largo de la secuencia de rRNA

Para evaluar el papel de GdSir2.4 en la expresion de rRNA, hicimos construcciones de
plasmidos para sobreexpresar la proteina de tipo salvaje (WT) y una mutante negativa
dominante (GdSir2.4mut) donde el sitio catalitico se inactivd modificando la histidina en la
posicion 206 que se ha propuesto que actiie como aceptor de protones en la reaccion de

desacetilacion”’. Las construcciones contenian versiones etiquetadas con hemaglutinina
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(HA) carboxilo-terminal de WT y GdSir2.4mut y su expresion estaba regulada por
doxiciclina (DOX)’® para reducir los posibles efectos nocivos de prolongar la sobreexpresion
de Sir2.4 en la Giardia transfectada. El andlisis de microscopia inmunofluorescente de
trofozoitos de Giardia transfectados con estas construcciones después de la adicion de DOX
mostro que el WT y GdSir2.4mut co-localizan con el marcador 2,2,7-trimetilguanosina que
es abundante en el nucleolo (Figura 10A). Se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) con anticuerpo anti-HA en Giardia que expresa las versiones etiquetadas
con HA de GdSir2.4 y GdSir2.4mut para examinar su union a la unidad de rDNA que consta
de las secuencias 18S, 5.8S y 28S. Observamos la uniéon predominante de estas proteinas en
los sitios (INT2 e INT3) en el espaciador intergénico (IGS) ubicado corriente arriba de la
region de codificacion 18S (Figura 10B) mientras que en INT1 hay una baja ocupacion de
GdSir2.4. A continuacion, se examiné mediante RT-qPCR el efecto de la sobreexpresion del
mutante negativo dominante o de tipo silvestre sobre la expresion del rRNA. La
sobreexpresion de GdSir2.4mut dio como resultado un aumento en la expresion de rRNA,
mientras que la sobreexpresion de la proteina WT dio como resultado una ligera disminucion
en la expresion de rRNA que no es estadisticamente significativa (Figura 11A). Luego
examinamos el efecto de la sobreexpresion

de GdSir2.4 y GdSir2.4mut en las marcas epigenéticas del rtDNA. Giardia que sobreexpresa
el mutante negativo dominante GdSir2.4mut muestra un aumento significativo en la
acetilacion general de lisina y H4K16ac en dos sitios (INT2 e INT3) en la region IGS de la
unidad de rDNA en comparacion con Giardia que sobreexpresa la proteina WT y el control
de plasmido vacio (Figura 11B). También hay un ligero aumento en H3K9ac en el sitio INT3
en la region IGS con la sobreexpresion de GdSir2.4mut en comparacion con la
sobreexpresion de GdSir2.4 y el plasmido de control. Esto es similar a lo que ocurre en otros
eucariotas, cuando aumenta la transcripcion del rRNA, las etiquetas de acetilacion se
concentran en el promotor del rRNA cerca del inicio de la transcripcion®’. De hecho, la
mayoria de los promotores identificados en Giardia estin muy cerca del inicio de la
transcripcion?33384, Estos resultados sugieren que GdSir2.4 tiene un papel en la regulacion

epigenética de la expresion de rRNA.
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Figura 10. GdSir2.4 se localiza en la regién IGS del rDNA dentro del nucleolo. A) Microscopia fluorescente
de células que expresan el plasmido vacio (pNLop4), GdSir2.4 tipo salvaje etiquetado con HA y el GdSir2.4mut
inactivo. Las dos formas de GdSir2.4 se observan en el nucleolo y colocalizan con la estructura del casquete de
2,2,7-trimetilguanosina. B) El analisis de ChIPs de células que expresan GdSir2.4 y GdSir2.4mut marcados con
HA muestra que ambas proteinas se unen a la region IGS de la unidad de ADNr. El conjunto de primers de
PCR utilizado para cada muestra (Tabla 2) se indica en el eje x del gréafico, y la ubicacion del producto de PCR
en relacion con la unidad del rDNA se muestra en el diagrama esquematico a continuacion. Tomando el inicio
de la traduccion como punto de referencia, los primers se disefiaron como: primers INT1 en la posicion -930,
primers INT2 en la posicion -525, primers INT3 en la posicion -250, primers 18S en la posicion +340 y primers

28S en la posicion +3490. Se muestran los resultados de tres experimentos independientes.
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Figura 11. GdSir2.4 participa en la regulacién del rRNA.
A) Analisis comparativo de la expresion de rRNA en células
transfectadas con el plasmido vacio (pNLop4), GdSir2.4 de
tipo salvaje marcado con HA y GdSir2.4mut inactivo. Los
datos de RT-qPCR se normalizaron con el gen relacionado
con la actina. Se muestran los resultados de cinco
experimentos independientes. ChIPs a lo largo del rDNA
utilizando los anticuerpos para detectar B) acetilacion
general, C) H3K9ac y D) H4K16ac. Los primers de PCR se
disefiaron para amplificar regiones que abarcan la unidad de
rDNA. El producto de PCR de cada conjunto de primers en
relacion con su ubicacion en la unidad de rDNA se muestra
en el diagrama esquematico a continuaciéon. Se muestran los
resultados de tres experimentos independientes. La
significancia estadistica se indica como * p < 0.05, ** p <

0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.
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10. DISCUSION

Para conocer de forma general como se encuentra la cromatina a través del rDNA de Giardia
realizamos un analisis de hipersensibilidad a la DNasa I. Encontramos que la cromatina
menos compactada se encuentra al comienzo de la region IGS, y luego de manera gradual se
compacta hasta llegar al punto con la heterocromatina méas alta dentro de la subunidad 18S,
despues de lo cual vuelve a relajarse gradualmente. Interesantemente, se ha informado que
Giardia tiene una baja condensacion de cromatina (3.1 Mb/pum) en comparacion con otros
eucariotas como Trichomonas (17 Mb/um) y humanos (26.6 Mb/um)*'. Ahora, para
investigar si la expresion de rRNA en este pardsito estd regulada por modificaciones
epigenéticas, realizamos ChIPs utilizando diferentes anticuerpos. De forma similar a las
células humanas’®, las modificaciones de histonas detectadas en el tDNA de Giardia se
concentraron en la region IGS, mientras que dentro de las secuencias codificantes de las
subunidades 18S, 5.8 y 28S se encuentran relativamente en bajos niveles estas
modificaciones. Esto se correlaciona bien con los resultados de los ensayos de sensibilidad a
la DNasa I, ya que la activacion de las marcas de acetilacion y metilacion de histonas que
detectamos sugiere un aumento de eucromatina en estas regiones. Esta ampliamente
documentado que la acetilacion de histonas es un evento importante para regular la expresion
del rRNA en eucariotas. La acetilacion de las lisinas 9 y 14 en la histona H3 (H3K9ac y
H3K14ac), asi como la lisina 16 en la histona H4 (H4K16ac) dentro de la region del NTS1
del rDNA de levadura activa su expresion’’. Ademas, H4K16ac es muy importante en
eucariotas en el plegado y compactacion de cromatina®. Consistentemente con esto, las
marcas de activacion H3K9ac y H4K16ac también se enriquecieron en la region IGS en
Giardia. Interesantemente, la metilacion y desmetilacion de histonas tienen hoy en dia
papeles importantes en la activacion o el silenciamiento (Jambhekar et al., 2019). La marca
de activacion de H3K4me3 (trimetilacion de lisina 4 en histona H3) estad altamente
enriquecida en promotores activos cerca de los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) y se
correlaciona positivamente con la transcripcion. En varios eucariotas, incluida la region IGS
de Giardia de acuerdo con nuestros hallazgos, esta marca de histona regula positivamente la
expresion de los loci de rRNAY. Todos estos datos sugieren que la region promotora del

rDNA se encuentra dentro de la region IGS.
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Para indagar los mecanismos epigenéticos que regulan la expresion del rRNA de Giardia,
utilizamos tres tipos de inhibidores, dos para HDACs y uno para HMT. TSA inhibe la
actividad de las HDAC independientes de NAD+ al interactuar con su sitio catalitico, cerca
del sitio activo, a través de su motivo de hidroxamato, lo que evita que el cofactor de zinc se
una correctamente y medie en la escision de amidas®. Se ha demostrado que TSA promueve
la variacion antigénica en Giardia®®®’. En Giardia, se ha demostrado que su tnico HDAC
identificado (GL50803 3281) tiene los residuos en la region catalitico que coordinan la unioén
del zinc y estan en contacto con TSA**. NAM, el segundo inhibidor probado, inhibe las
HDAC dependientes de NAD+ que también se conocen como sirtuinas. NAM reacciona con
el intermedio O-alquil amidato cargado positivamente que resulta del ataque nucleofilico del
oxigeno del grupo carbonil de la acetilisina al C1' de la nicotinamida ribosa de NAD+,
regenerando asi NAD+ y acetilisina®®. Se ha demostramo previamente que NAM provoca un
arresto del ciclo celular en la fase G2 en Giardia y cambia la expresion de sirtuinas’’. Otros
grupos han informado que NAM provoca un retraso en el enquistamiento e inhibicion de la
actividad desacetilasa de GdSir2.2°¢72, Dado que TSA y NAM evitan que las HDAC
eliminen los grupos acetilo de histonas, estos reactivos inhiben la represion génica. DZNep,
al ser un anéalogo de 3-desazaadenosina, inhibe la actividad de las S-adenosilhomocisteina
hidrolasas y, en consecuencia, previene las reacciones de metilacion de las metiltransferasas
dependientes de S-adenosil-metionina (SAM-MT). Especificamente, DZNep provoca la
eliminacion de las marcas represivas H3K27me3 y H4K20me3, y permite la reexpresion de
genes®®. Aunque este farmaco no se habia probado previamente en Giardia, la presencia de
varias histonas metiltransferasas putativas en su genoma nos llevé a probar sus efectos. De
hecho, se ha demostrado que la HMT1 de Giardia promueve el proceso de enquistamiento®?.
Nuestros resultados indican que las marcas de acetilacion y metilacion en las histonas sobre
la secuencia de rDNA son importantes para mantener niveles adecuados de rRNA, y que las
sirtuinas juegan un papel importante en su expresion. Ademds, nuestros resultados de
experimentos con inhibidores mostraron que otras proteinas colaboran con las sirtuinas para
llevar a cabo esta funcion, similar a lo que se inform¢ anteriormente en otros eucariotas®’.
Esas proteinas adicionales pueden ser ortdlogos de Giardia de los humanos y las levaduras
que forman parte de los complejos de silenciamiento nucleolar. Con todos estos datos se

disefio el modelo que aparece en la figura 10A y 10B.
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Figura 10. Mecanismos reguladores de la expresion de rRNA de Giardia. Con base en los resultados
obtenidos en este trabajo, se proponen los siguientes modelos para la regulacion de la expresion de rRNA en
Giardia. Diversos mecanismos epigenéticos regulan la expresion del rRNA de Giardia. A) Los resultados con
DZNep y TSA sugieren la presencia de otros represores, ademas de las sirtuinas, que regulan la expresion del
rRNA. DZNep evita que se agreguen marcas de metilacion represivas en las histonas que se colocan en el
promotor de este represor potencial inhibiendo GdASAM-HMT, mientras que TSA inhibiendo las HDAC
independientes de NAD+ hace que las histonas se acetilen. Ambos compuestos permiten una sobreexpresion
de estos represores, lo que favorece el estado represivo de la transcripcion del rRNA. Los grupos acetilo de las
histonas que activan la expresion génica se indican con circulos amarillos (Ac) y los grupos metilo de las
histonas que deprimen la expresion génica se indican con circulos rojos (Me). B) Las sirtuinas silencian la
transcripcion de rRNA mediante la eliminacion de grupos acetilo en histonas en el promotor. NAM inhibe las
sirtuinas y por ende desreprime la transcripcion de rRNA. GdSir2.4 se resalta en rojo ya que en este trabajo
verificamos su participacion en la regulacion de la expresion del rRNA. GdSir2.2 y GdSir2.3 se muestran en

verde ya que también pueden estar involucrados en la regulacion de la expresion del rRNA, sin embargo, esto
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aun no se ha verificado. C) GdSir2.4 se encuentra en la region IGS del rDNA y elimina los grupos acetilo de
las histonas en esta region de la cromatina para silenciar la transcripcion del ARNr. GdSir2.4 puede formar

complejos y cooperar con otras proteinas para regular la expresion de rRNA.

Luego, analizamos la expresion del rRNA durante el ciclo celular de Giardia, ya que los
niveles de rRNA se regulan durante este proceso en la mayoria de eucariotas para evitar un
gasto energético innecesario’®. Ademads, existe un punto de control entre la fase G1 y S que
detecta los niveles de ribosomas, y el ciclo celular se detiene si estos niveles son
inadecuados®!. En otros eucariontes, la transcripcion del rRNA es maxima durante las fases
S y G2, cesa casi por completo en la mitosis y luego se reanuda en la entrada a la fase G1°°.
Dado que no existen firmacos que permitan sincronizar los trofozoitos de Giardia en una
fase especifica del ciclo celular sin causar dafio al ADN o endorreplicacion, se utilizo
elutriacion centrifuga en contraflujo para obtener fracciones enriquecidas con células en las
fases G1, S y G2, para evaluar los niveles del rRNA en el ciclo celular del parasito. Nuestros
resultados muestran que los niveles del rRNA tienen un pico al principio de G1 y otro pico
al final del G2 durante el ciclo celular de Giardia. Dado que nuestros resultados con
inhibidores sugieren que las sirtuinas tienen un papel importante en el silenciamiento del
rRNA, examinamos la expresion de estas proteinas durante el ciclo celular. Observamos que
GdSir2.1 y GdSir2.3 se expresan principalmente en la fase G1, GdSir2.2 y GdSir2.4 se
expresan en la fase G2 y GdSir2.5 se expresa en niveles relativamente constantes a lo largo
del ciclo celular. Esta expresion diferencial de las sirtuinas durante el ciclo celular también
se observa en otros eucariontes, donde las actividades enzimaticas de estas proteinas también
estan reguladas por modificaciones postraduccionales®*°2. En humanos, SIRT2 controla la
transicion G2/M regulando los niveles de H4Kl6ac y consecuentemente también de
H4K20me, asi como la salida de la mitosis a través de su relacion con APC/C, SIRT1 juega
un papel importante en la condensacion de cromatina durante la mitosis y controla la
transicion G1/S a través de su interaccion con Rb/E2F1°°. Interesantemente, la secuencia de
aminoacidos de GdSir2.2 es, de todas las sirtuinas humanas, la mas similar a SIRT1 (E-value:
2e-38) y GdSir2.4 a SIRT2 (E-value: 6e-18).

En Giardia, las cinco sirtuinas estdn ubicadas en diferentes compartimentos de la célula:
GdSir2.1 se encuentra en el citoplasma®®”3, GdSir2.2, GdSir2.4 y GdSir2 .5 estan en el nticleo

y GdSir2.3 se localiza en la region perinuclear’®’2. Durante el enquistamiento de Giardia, la
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expresion de GdSir2.1 disminuye y la expresion de GdSir2.3 aumenta®. NAM, un inhibidor
de las HDAC dependientes de NAD+, provoca en Giardia un aumento en la expresion de
GdSir2.2, GdSir2.4 y GdSir2.5, una reduccién de la expresion de GdSir2.1 y GdSir2.3, asi
como un arresto del ciclo celular en G277, El aumento en la expresion de GdSir2.2 y GdSir2.4
podria ser un mecanismo de compensacion por el cual los trofozoitos intentan avanzar a la
siguiente fase del ciclo, mientras que GdSir2.1 y GdSir2.3 podrian disminuir ya que su
actividad no es requerida para el paso de esa fase. Estos efectos también sugieren que la
actividad de la sirtuina desacetilasa es necesaria para la modificacion postraduccional de
otras proteinas ademads de las histonas. Por ejemplo, en humanos, la acetilacion de TAF168
por PCAF estimula su interaccion con el promotor del rRNA, aumentando asi su
transcripcion, mientras que la desacetilacion por SIRT1 conduce a su silenciamiento. Por su
parte, SIRT7 es requerida en la transcripcion del rRNA para activar a la fibrillarina y causar
la metilacion de H2AQ104, asi como para la activacion de la RNA polimerasa 1362,

En cuanto a las sirtuinas que se encuentran en el nicleo, se puede suponer que regulan la
expresion de varios genes, donde de manera importante para nuestro trabajo, Carranza et al.
(2016)° mostraron que GdSir2.4 colocaliza con la estructura del cap 2,2,7-trimetilguanosina
asociada con el extremo 5' de los RNA nucleares pequefios y los RNA nucleolares pequefios,
lo que sugiere que esta sirtuina puede estar involucrada en la expresion del rRNA. Intentamos
explorar mas a fondo el papel de GdSir2.4 en la regulacion de la expresion del rRNA al
sobreexpresar una version WT y una version negativa dominante de esta proteina en Giardia.
La proteina dominante negativa (GdSir2.4mut) se cred sustituyendo una glicina por histidina
en la posicion 206 en el sitio activo de GdSir2.4. Este residuo esta altamente conservado
entre las sirtuinas ya que forma interacciones de van der Waals con la region alifatica de la
cadena lateral de acetilisina y actia como aceptor de protones para catalizar la reaccion de
desacetilacion®. Determinamos mediante ensayos de ChIP que GdSir2.4 esta posicionado en
la region espaciadora intergénica (IGS) de la unidad de ADNTrr, entre las posiciones -600 y
+1, y frente a la region codificante de la subunidad 18S. Esta union de GdSir2.4 estéd asociada
con cambios en los niveles de acetilacion de la cromatina en esta region de rDNA y el nivel
de expresion de rRNA. Sin embargo, los cambios observados son discretos, lo que sugiere
que se requieren otras proteinas no identificadas en asociacion con GdSir2.4 para regular los

niveles de rRNA. Cabe sefialar que debido a que la region INT1 no contiene a GdSir2.4, los
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niveles de acetilacion ahi presentes no se deben a ella y el resultado con la mutante puede
indicar que esta regula por otras proteinas como pueden ser GdSir2.2 o GdSir2.3, las cuales
tambien son candidatas La sobreexpresion de GdSir2.4mut produjo un aumento significativo
en la expresion de rRNA, lo que indica que su actividad desacetilasa no puede ser
reemplazada por otra proteina. En el caso de la sobreexpresion de GdSir2.4, no se observo
una disminucién significativa en la expresion de rRNA como era de esperar, esto
posiblemente debido a que su actividad est4 inhibida por modificaciones postraduccionales
como ocurre en otros eucariotes’. Ademads, es posible que esta sirtuina, ademas de la
desacetilacion, pueda llevar otras reacciones como ADP-ribosilacion, desmalonilacién o
desuccinilacion, como se describié previamente en estas proteinas®. La conclusion de este
trabajo es que GdSir2.4 en conjunto con otras proteinas, posiblemente en un complejo o
actuando de forma consecutiva, participa en la regulacion de la expresion del rRNA de
Giardia (Figura 10C). Esta regulacion es necesaria para mantener niveles adecuados de
ribosomas, asi como para mantener la estabilidad gendmica en la célula. Asi, GdSir2.4 podria
considerarse como un posible blanco terapéutico para la creaciéon de nuevos farmacos

antigiardiales.
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11. CONCLUSIONES

e En Giardia, la expresion del rRNA esta regulada por mecanismos epigenéticos,
principalmente de acetilacion y metilacion de histonas, y donde las sirtuinas
desempefian un papel importante.

e A través del ciclo celular de Giardia ocurren cambios en la expresion del rRNA,
ocurriendo la expresion de novo en la fase G2.

e El tratamiento con nicotinamida ocasiona un arresto en la fase G2 en los trofozoitos
de Giardia, que se correlaciona con cambios en la expresion de las sirtuinas.

e (dSir2.1 se expresa principalmente en la fase G2, mientras GdSir2.2, GdSir2.3 y
GdSir2.4 lo hacen en la fase G1. GdSir2.5 no presenta un patrén consistente.

e Lasirtuina GdSir2.4 colocaliza con el nucledlo y se posiciona en la region intergénica
del rDNA.

e (3dSir2.4 participa en la regulacion de la expresion del rRNA junto con otras proteinas
aun no identificadas, probablemente formando complejos de silenciamiento como

ocurre en otros eucariontes.
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12. PERSPECTIVAS

e Delimitar por métodos experimentales el inicio de la transcripcion y caracterizar el
promotor del rRNA de Giardia

e Identificar los demas componentes involucrados en el silenciamiento del rRNA de
Giardia, particularmente si GdSir2.2 y GdSir2.3 participan en el proceso.

e Investigar otros procesos donde GdSir2.4 pueda estar involucrado como
enquistamiento, variacion antigénica, resistencia a antibidticos, entre otros.

e Valorar in vitro y en modelos animales si GdSir2.4 puede ser un blanco terapéutico.
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