PCB

POSGRADO EN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS
POSGRADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

“Estudio inmunoquimico de la cascada de
senalizacion de apoptosis de Giardia intestinalis:
Enfasis en la interaccién GCAD-IGCAD, caspasa-3 y

flipasas”

TESIS

QUE PRESENTA

MC. MARIA CRISTINA VILLA MEDINA

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

DIRECTOR

DR. HECTOR SAMUEL LOPEZ MORENO

CULIACAN DE ROSALES, SINALOA, MEXICO A MAYO DE 2024.




UTONO),
Ok 12,
o s
P B

DIRECCION GENERAL DE BIBLIOTECAS

Direccion General de Bibliotecas

Ciudad Universitaria

Av. de las Américas y Blvd. Universitarios
C.P.80010 Culiacan, Sinaloa, México.
Tel. (667) 71378 32y 712 50 57

dgbuas @uas.edu.mx

UAS-Direccion General de Bibliotecas
Repositorio Institucional Buelna

Restricciones de uso

Todo el material contenido en la presente tesis esta protegido por la Ley Federal de
Derechos de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

Queda prohibido la reproduccién parcial o total de esta tesis. El uso de imagenes,
tablas, graficas, texto y demas material que sea objeto de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente
correctamente mencionando al o los autores del presente estudio empirico. Cualquier
uso distinto, como el lucro, reproduccion, edicién o modificacién sin autorizacién
expresa de quienes gozan de la propiedad intelectual, sera perseguido y sancionado
por el Instituto Nacional de Derechos de Autor.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-No Comercial
Compartir Igual, 4.0 Internacional

CoN ws%
FUTURO
2025




Este trabajo de Tesis doctoral fue realizado en el Laboratorio de
Biomedicina Molecular perteneciente a la Facultad de Ciencias Quimico
Biologicas de la Universidad Autdonoma de Sinaloa. La investigacion se
realizé bajo la direccion del Dr. Héctor Samuel Lépez Moreno y contd
con la asesoria académica de los doctores: Dr. Julio Montes Avila, Dra.
Elsa Maribel Aguilar Medina, Dra. Carolina del Carmen Murta Lopez'y Dr.
José Geovanni Romero Quintana. Durante la realizacion de este trabajo
se contd con la beca de doctorado otorgada por CONAHCYT y del
financiamiento de la Red Tematica de Biotecnologia Biomédica-PRODEP-
SEP, donde participan los doctores Dr. Vianney Francisco Ortiz Navarrete
del Departamento de Biomedicina Molecular del CINVESTAV-IPN,
campus Zacatenco y Dr. Roberto Rosales Reyes de la Unidad de
Investigacion en Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la
UNAM.



DEDICATORIA

“A Natalie por ser mi faro de luz en la oscuridad y a Guillermo por acompariarme

en cada paso”.



AGRADECIMIENTOS

A CONAHCYT por la beca otorgada, a la Universidad Auténoma de Sinaloa
por abrirme las puertas de la institucion, asi como al Posgrado en Ciencias
Biomédicas por aceptarme y apoyarme durante mi estancia, por brindarme
conocimientos que me seran siempre utiles y por incentivarme en el camino de la

investigacion.

A mis asesores académicos la Dra. Elsa Maribel Aguilar Medina, la Dra.
Carolina del Carmen MurtGa Lépez, el Dr. Julio Montes Avila y el Dr. José

Geovanni Romero Quintana gracias por toda su ayuda y consejos.

A la Dra. Carolina del Carmen Murua Lépez y a la Dra. Kenia Lépez Lépez
gracias por todos los conocimientos y el ejemplo que siempre me dieron, por creer en
mi y brindarme su amistad. Por compartir momentos dificiles, asi como momentos

bonitos, las quiero mucho.

Quiero agradecer especialmente a mi director de tesis el Dr. Héctor Samuel
Lépez Moreno quien siempre se me ha dado su ejemplo y aportado conocimientos.
Mas alla de ello, gracias por la empatia que tuvo conmigo, gracias por darme la
oportunidad de formar parte de su gran familia el Laboratorio de Biomedicina

Molecular, por su amistad y consejos que son invaluables para mi.

A mis compafieros que, a lo largo de estos afos en el Laboratorio de
Biomedicina Molecular, he compartido muchisimos momentos de aprendizaje y
crecimiento profesional, ademas de comparferismo y amistad. Especialmente a la MC.
Ana Cecilia Quezada gracias siempre porque durante tu estancia compartiste ideas y
tu experiencia que fue muy enriquecedora para mi, ademas de tus detalles y tus
bonitas palabras de aliento y tu apoyo incondicional, sigo orgullosa de ti. Al MC. Ulises
Vega muchas gracias por toda tu ayuda y paciencia al compartir ciertas técnicas en el
laboratorio, gracias por tu apoyo y buenos consejos de siempre, sé que lograras todo
lo que te propongas. A la MC. Priscilla Gonzalez, gracias por todos los momentos
que pudimos compartir, sin duda nos tocaron tiempos dificiles no pude haber tenido
mejor compafiera de pandemia gracias por tu compafierismo y amistad. A la LBG.
Marla Daniela Mendoza Villanueva por su amistad y comparferismo, los detalles

7



bonitos y los aprendizajes recibidos. Al cDr. David Gonzalez Nuihez gracias por la
paciencia al explicarme ciertas técnicas, por el tiempo y aprendizajes mutuos que
pudimos compartir, el compafierismo y la amistad. A mis comparferas que hicieron
estancias cortas pero enriquecedoras en el LBM Dra. Karime Garduio Félix y Dra.

Berenice Gonzalez gracias por los aprendizajes recibidos y la reciprocidad.

A mis padres Victoria Medina y José Primo Villa gracias por la vida, por
permitirme llegar a esta etapa, por cuidarme a la distancia, aconsejarme y abrazarme

con su cariino y amor desde siempre, los adoro con la vida.

A mis hermanos Jesus, Bernardo, Yadira, Filo, Yani, José, Alejandro, Genaro

y Salvador los quiero siempre.

A mis amigas que son como mis hermanas IBT. Diana Gaytan Vazquez, LE.
Maria de Guadalupe Olague Medrano, IBT. Floricel Lara Dominguez y Lic. Ruth
Bibiana Hernandez Estrada gracias por permanecer todo este tiempo.

Gracias a mi pequefa familia a la que con orgullo llamo hogar Guillermo y
Natalie gracias por todo y por tanto, los amo con mi vida. Sin ustedes nada seria.



INDICE GENERAL

(100 (o3 Sl 0] =8 21 (1 0] 23X 11
(150 (o3 = 0 R o4 .Y 012 Lo 1= 0 13
I RESUMEN ......cuuiiiiiiiiiiiiiisiereresessesessessssssssssssssssssssssssssssssssssessememeeeeesssesssssssssssssssssssssssnsnsnssssssesessnnes 1
| Y = 35 3 I - X < TR 2
([Tl 0] 210 Lo oo [0 ] N 3
IV. ANTECEDENTES ......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiessesessnssssssssssssssssssssssssssssererreretereesssssssssnsnssssssssssssssssnsnsnssssssersssenns 6
] AP OPTOSIS et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt et e e e eeeeeeeee e et eeeeeeet et e e —————————————————————————— 6
4.1.1 Vias de sefializacion de 1a @POPIOSIS ...............ueeeeeeeeeeeee et 8
4.1.2 Fragmentacion del DINA ...ttt 14
4.1.3 Participacion de las flipasas durante muerte celular tipo apoptosis.............cccceveeeecvvreennnnne. 15
4.1.4 Proteasas del Clan CD ...ttt 17

4.2 APOPTOSIS EN PROTOZOARIOS .....ceeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeneeeeees 21
4.3 APOPTOSIS EN G. INTESTINALIS «.coeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeaens 22
V2 L5315 (0. Yoo [ ] N 26
VI HIPOTESIS ...oouceiteeeetestesseesesessssaessssssssassssssassasss st sssassssssssassssssasas st sasassassasatsnssssasssesssnssssassnssnsas 27
VIL OBUETIVOS ......cceeiiiiiisissisis s s e s s sssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssereneesesessesssssnsnsnsssssssssnsnsnsnssssssnserees 28
7.1 OBUETIVO GENERAL «..ceeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeaeaeeeeeerenennnnne 28
7.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeaeeeeeeeenennnnne 28
VIII. MATERIALES Y METODOS.....ceeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeesesseesaessmsamsensensensensensenssssaseassssasesssassaseansesnanens 29
8.1 ANALISIS DE LA INTERACCION GCAD-IGCAD IN SILICO ...t 29
8.2 PURIFICACION DE IGCAD ...t e e et e e e e e e e e e e e eenaans 29
8.3 PRODUCCION DE UN ANTICUERPO POLICLONAL ANTIFIGCAD ... 30
8.4 DETECCION DE |GCAD POR WESTERN BLOT ..ot e et e e e e e e e e e aeenaaas 31
8.5 ENSAYO PULL DOWN ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeneennnnes 31
8.6 IDENTIFICACION IN SILICO DE CASPASA-3 Y FLIPASAS ....ceeteeeeeeeeeeeee et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeeeeeeeneeenanes 33
8.7 DISENO DE INICIADORES ESPECIFICOS ...t teee e e et e e e ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeneeenanns 33
8.8 IDENTIFICACION DE CASPASA-3-LIKE DE G. INTESTINALIS c.coeeeeeeeeeeee et aee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneneeenanns 34
8.9 ACTIVIDAD DE FLIPASAS ... ettt e e e e e ae e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeee et e e e ae e e e e e e e e e aeeeseeeeeeeeeaeaeeeeeerenennnnnns 36
IX. RESULTADOS ... .. ciiiiiiiiiiiiiiiriteseesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesmememetemeesssssssnssssssssssssssssnsnsnsssssssssssrnes 37
9.1 ANALISIS DE LA INTERACCION GCAD-IGCAD IN SILICO ...t 37

9



9.2 PURIFICACION DE RIGCAD. . ...ttt et e e e e e e e e e eenaans 40

9.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE IGG A-IGCAD AG-ESPECIFICOS ....ccevieeeeeiieeciiieeieeeeeeeeeeeeea, 42
9.4 EVALUACION INMUNOQUIMICA DE RIGCAD ... 44
9.5 ANALISIS DE LA INTERACCION GCAD-IGCAD IN VITRO....coueeie e e 45
9.6 IDENTIFICACION IN SILICO DE CASPASAS-LIKE DE G. INTESTINALIS ......uvuueeeeeaeeeeeeeeeeeieeeeeeeaeeeee e 47
9.7 ANALISIS DE DOMINIOS CONSERVADOS DE CASPASAS-LIKE IDENTIFICADAS ........coeeeiiiieieeeeeeeeeeeeenanns 49
9.8 DISENO DE INICIADORES ESPECIFICOS PARA CASPASAS-LIKE DE G. INTESTINALIS ......uvueeeeeeaaaeeeeennn, 55
9.10 IDENTIFICACION INMUNOQUIMICA DE LAS CASPASAS 3-LIKE ..o e eeee e e e e e 59
9.11 IDENTIFICACION IN VITRO DE LAS CASPASAS=3-LIKE ....uveeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeaeeeeeeeeeaeeeeeeeaaaeeeeaeennns 61
9.12 CLONACION DE LAS PROTEINAS TIPO CASPASA-3 DE G. INTESTINALIS ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeee e, 63
9.13 DNA RECOMBINANTE DE CASPASA-3, SEPARASAY LA TAGPI .........uuveeeiiiiiieeeeeeceeeeeeeeeeee, 65

9.14 TRANSFORMANTES DE LOS DOMINIOS CATALITICOS DE CASPASA-3, SEPARASA Y DE LA TAGPI DE G.

INTESTINALIS ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et et e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaeeeeeneneennnnes 67
9.15 IDENTIFICACION IN SILICO FLIPASAS DE G. INTESTINALIS .ccoeeeeeee et et eeeeaeeee e e e e e e e e e e e e e e aeeeee e enenennnns 74
9.16 ANALISIS FILOGENETICO DE LAS FLIPASAS DE G. INTESTINALIS ..t e e e eeee e e 76
9.17 MODELADO 3D DE LAS FLIPASAS DE G. INTESTINALIS «..ov oottt et eeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeneeenaans 78
9.18 CLONACION Y EXPRESION RECOMBINANTE DE LA FLIPASA IADE G. INTESTINALIS ....oooeeeeeeeeeeeeeeeenn, 82
9.19 PURIFICACION DE LA FLIPASA LA .ottt e e e e e e e e e e e e e 86

D ][ o U< [ 88
10.1 EVALUACION DE LA INTERACCION IGCAD.GCAD IN SILICOE IN VITRO ...t 88
10.2 IDENTIFICACION IN SILICO E IN VITRO DE PROTEINAS TIPO CASPASA EN G. INTESTINALIS ... 90
10.3 IDENTIFICACION IN SILICO E IN VITRO DE FLIPASAS DE G. INTESTINALIS......coi e oo 93
XI. CONGCLUSIONES.......cciiiiiiiiiiiiiiiiirirereeeesssssssnssssssssssssssssssssssssssserereereseeessssssssssnsnsssssssssssnsnssssssssersrees 96
11,1 CONCLUSION GENERAL. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeereeeeeee e e et eeaan 96
11.2 CONCLUSIONES ESPECIFICAS -.eneeeeeeeee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eeas 96
XIl. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO ....cciiiiiiiiiieiieeeeeeenssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssesssssnsnsnsssssssssssnsns 97
XL BIBLIOGRAFIA......oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeseaeeeeeeeeeeeemeeeseeseesaesemsamsemsemsensensensensennenneaseseaseassassaneamnannanen 98
Pagina

10



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1 Evidencia de la apoptosiS CELULAT ... i e 7
2 Vias de sefnalizacion de la apoptoSiS....cciiieiiiiiieiii it eer e ereeeeaaas 13
3 Peptidasas del Clan CD ... e ittt e e e e e e e ree e e eaae s aaeeeas 20
4 CAD de G.intestinaliS (GCAD).....uiiiueeiiteeeiieeee et ettee et ee e eteeste e e e es e aeaanns 24
5 1dentificacion € IGCAD.......ciuuueiiiiiiee ettt ettt eeeee s eee e e s eee s eae e s e e enenans 25
6  INteracCion GCAD-IGCAD......cuueeiieeeee ettt erteeee e eeees s eeaae s s eee s aeeseeanens 38
7 Principales enlaces entre GCAD-IGCAD........coiuuiiiiiieiiie e eeeee e eae e 39
8 Purificacion de FMIGCAD. ... ..iiiieee ettt ettt ceete e s etee s eae e s eeeeseearnessannnnnns 41
9 Niveles de IgG especifiCoS A-IGCAD ......coiiiiuiiiiiiiiee ettt eereee e eeeaeeseeea s 43

10 Evaluacidn de lainteraccion GCAD-IGCAD in VItrO .....cceuueeeeeeeeneeeeeiiieeeeneeeeeenannn 46
11 Estructura 3D de la separasa de G. intestinalis ...........ccuuueeeeeeieveeeeeieeinieeenenan, 51
12 Estructura 3D de la Transaminasa de anclaje GPl de G. intestinalis .................. 54
13 Clonaciénin silico del dominio catalitico tipo caspasa de la separasa.............. 57
14 Clonacioénin silico del dominio catalitico tipo caspasa de la TAGPI .................. 58
15 Deteccion de las proteinas tipo caspasa-3 en G. intestinalis ..........cc.ceueuenvennne.. 60
16 DNA gendmico de G. intESINALIS .........uceeeeuuueeiiiiieeeiiieeeeetieeeeeee e e eveeeaaaeeeaees 62
17 Clonacion de las regiones cataliticas tipo caspasa de la separasay de la 64
transaminasa de anclaje GPI (TAGPI) de G. intestinalis ...........cccceevueeeevneeennnnnnnn.
18 Construccidon recombinante de las regiones cataliticas tipo caspasa de la 66
separasay de la transaminasa de anclaje GPl (TAGPI) ....cuueeeueeeveieiiiieeenieeienanns
19 Transformantes conelgen de la Separasa ....c.coeeueeeeuciiineriiniiiiniieiee e 68
20 Produccidn recombinante del dominio catalitico tipo caspasa de la separasa 70
21 Transformantes CON ELEEN TAGPI. ....uouueiei ittt ettt e s eee s eeae e eees 71
22 Produccién recombinante del dominio catalitico tipo caspasa de la TAGPIGi... 74

11



23

24

25

26

27

28

Analisis filogenético de flipasas de G. intestinalis ............ceeeeeuuieeieiinieeieneeneeennnns

Anadlisis estructural de los dominios conservados de la flipasas de G. intestinalis

Comparacion estructural de flipasas de G. intestinalis ..........ccccueeeeeeeeeeneennanenn..

Clonaciény construccién recombinante de la Flipasa 1A de G. intestinalis......

Expresion piloto recombinante de la Flipasa lA ......cooveiiineiiiiiiiieiieieeeeeeees

Purificacién Flipasa IA

12

75

84

85

87

89



INDICE DE CUADROS

Cuadro
Identificacién in silico de caspasas de G. intestinalis.............
Comparacion de la estructura 3D predicha in silico de la separasa

de G. Intestinalis con modelos 3D de separasas
CHSTAliZadas....ccueiieieiieeiier e

Comparacion de la estructura 3D predicha in silico de TAGPI de G.

Intestinalis con modelos 3D de otras peptidasas del clan CD
cristalizadas....ccoevveireiiiiiiiiiieiiieer e,

Diseno de los iniciadores especificos para la identificacion de las
CASPASAS-UKE..cc.cieeieiieiiieiee e

Identificacion in silico de flipasas de G. intestinalis.............

13

Pagina
51

55

55

58

78



I RESUMEN

Giardia intestinalis es un eucarionte primitivo, en el cual la informacién sobre el proceso
de apoptosis es limitada. Nuestro grupo de investigacion identifico la DNasa activada
por caspasas de Giardia intestinalis (GCAD), asi como su inhibidor IGCAD. En
metazoarios se ha observado que caspasa-3 (casp-3) escinde al inhibidor de CAD
(ICAD), esto libera a CAD, quien efectua la fragmentacion del DNA. Igualmente, casp-3
escinde a las flipasas ATP11A y ATP11C durante la apoptosis, lo que promueve la
exposicion de la fosfatidilserina (PS). En este escenario, en el presente trabajo se realizo
un estudio inmunoquimico de la cascada de sefializacién de apoptosis de G. intestinalis
iniciando con la purificacion de rIGCAD, se obtuvo una proteina de 43 kDa. rIGCAD fue
utilizada para la producciéon de anti-IGCAD que reconocieron la proteina recombinante
y la proteina en el lisado de G. intestinalis. El anti-IGCAD nos permitié observar la
interaccion IGCAD-GCAD in vitro. Para determinar si la activacion de GCAD vy
desactivacion de flipasas es mediada en G. intestinalis por una proteasa similar a las
caspasas se realizd la busqueda de ortélogos. Se identificaron in silico dos proteinas
con el dominio catalitico tipo caspasa, la separasa y la transaminasa de anclaje GPI de
G. intestinalis (TAGPIGi). Ademas, se realiz6 una identificacion inmunoquimica con el
anti-caspasa-3 de H. sapiens una proteina con alrededor de 50 kDa y otra con un peso
molecular aproximado al de la separasa de G. intestinalis (~179 kDa). Estas proteinas
han sido pobremente caracterizadas en diversos protozoarios parasitos, por lo que en
este trabajo se realizé la identificacion y clonacion de las regiones de 654 pb de la
separasa y 729 pb de TAGPIGi. Asimismo, en la busqueda de ortélogos de flipasas de
G. intestinalis encontramos tres flipasas |IA y 2 11B, que contienen dominios estructurales
caracteristicos de flipasas, en los que destacan los sitios diana para caspasas. Ademas,
se realiz6 la clonacion de la region de 621 pb que consiste en el dominio A de la flipasa
IA de G. intestinalis y posteriormente se purificd la proteina de 23 kDa. La clonacién y
produccién recombinante de las proteinas correspondientes permitira continuar con el

estudio de la cascada de sefalizacion de apoptosis en G. intestinalis.

(Palabras clave: Giardia, GCAD-IGCAD, caspasas, flipasas.)



. ABSTRACT

Giardia intestinalis is a primitive eukaryote, whose information on the apoptosis process
is limited. Our research group identified the caspase-activated DNase from Giardia
intestinalis (GCAD), as well as its inhibitor IGCAD. In metazoans, it has been observed
that caspase 3 (casp-3) cleaves the CAD inhibitor (ICAD), which releases CAD, which
carries out DNA fragmentation. Likewise, casp-3 cleaves the flippases ATP11A and
ATP11C during apoptosis, promoting phosphatidylserine exposure (PS). In this
scenario, in the present work an immunochemical study of the apoptosis signaling
cascade of G. intestinalis was carried out, starting with the purification of IGCAD, a 43
kDa protein was obtained. rIGCAD was used to produce anti-IGCAD that recognized
the recombinant protein and the protein in the G. intestinalis lysate. Anti-IGCAD allowed
us to observe the IGCAD-GCAD interaction in vitro. To determine whether the
activation of GCAD and deactivation of flippases is mediated in G. intestinalis by a
caspase-like protease, a search for orthologs was performed. Two proteins with the
caspase-like catalytic domain were identified in silico, G. intestinalis GPIl-anchoring
transaminase (TAGPIGi) and separase. In addition, an immunochemical identification
was carried out with anti-caspase 3 from H. sapiens, a protein with around 50 kDa, and
another with a molecular weight close to that of G. intestinalis separase (~179 kDa).
These proteins have been poorly characterized in various parasitic protozoans, so the
identification and cloning of the 654 bp regions of separase and 729 bp of TAGPIGi
were carried out in this work. Likewise, in the search for flippase orthologs from G.
intestinalis, we found three flippases IA and 2 IIB, that contain structural domains
characteristic of flippases, and the target sites for caspases stand out. In addition, the
621 bp region consisting of domain A of G. intestinalis flippase IA was cloned and the
23 kDa protein was subsequently purified. The cloning and recombinant production of
the corresponding proteins will allow us to continue the study of the apoptosis signaling
cascade in G. intestinalis.

(Keywords: Giardia, GCAD-IGCAD, caspases, flippases.)



lll. INTRODUCCION

G. intestinalis también denominada como G. duodenalis o G. lamblia es un
protozoario parasito flagelado, causante de la infeccion gastrointestinal parasitaria
(giardiasis) mas comun, con un estimado de 280 millones de casos sintomaticos al afo
(Faria y col., 2023). Taxondmicamente se clasifica con base en estudios genéticos,
morfoloégicos y bioquimicos, G. intestinalis pertenece a la familia Hexamitidae en el
orden Diplomonadida bajo el filo Sarcomastigophora (Ryan y col., 2021). Se conocen
8 a 11 genotipos y subgenotipos filogenéticamente distintos representados con las
letras mayusculas A-H de los cuales solo A y B se han descrito que parasitan al ser
humano (Wielinga y col., 2023). Recientemente se han encontrado los genotipos E y
F en Australia y Eslovenia en seres humanos (Fusaro y col., 2022). Desde el afio 2004,
la giardiasis fue incluida como una “enfermedad desatendida” por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (Smigova y col., 2022). La giardiasis afecta a personas de
todas las edades, sin embargo, la tasa de infeccion es significativamente mas alta en
nifos, con una prevalencia mayor al 30% en nifios menores de 10 afnos en paises en
vias de desarrollo y en un rango del 2 al 7% en paises desarrollados (Belkessa y col.,
2021). En México en el afio 2023 se registraron 1872 casos, de los cuales 82 se
registraron en Sinaloa equivalentes al 4.38%, hasta la semana 18 del presente afio de
acuerdo con el boletin epidemiolégico nacional se han registrado 1674 casos, de los
cuales 60 correspondieron al estado de Sinaloa, lo que representa el 3.58% (SSA,

2024).

Las infecciones cronicas son comunes, sin embargo, el 50% de las infecciones

se presentan de manera asintomatica (Conners y col., 2021). Las manifestaciones



clinicas de la infeccidn son usualmente asociadas con diarrea acuosa, mala absorcion
intestinal de nutrientes nausea, dolor epigastrico y una profunda pérdida de peso (10
a 20 % del peso corporal original) (Adam, 2021). La giardiasis aguda puede causar
disfuncion de la barrera intestinal, incluyendo disrupcion de la microbiota, la capa
mucosa, las uniones celulares y la inhibicion de proteasas de la membrana del borde

en cepillo de las células epiteliales (Gruttner y col., 2023).

G. intestinalis presenta dos estadios, uno de ellos es el quiste, el agente
infectante; y el otro es el trofozoito, el estadio morfoldgico activo y causante de la
enfermedad (Benchimol et al., 2022). La parasitosis se adquiere por la ingesta de agua,
alimentos contaminados con quistes viables del parasito y por el contacto de persona
a persona (Dixon, 2021). El ciclo de vida inicia tras la ingestion de quistes viables con
una dosis infectiva de al menos 10, que transitan a través del tracto digestivo,
posteriormente ocurre la exquistacion que comienza en el estbmago y se completa en
el duodeno (Adam, 2021). Los trofozoitos resultantes se reproducen asexualmente
mediante fisién binaria longitudinal, la mayoria de ellos alcanzan el enquistado en el
colon y eventualmente salen del hospedero y son diseminados en las heces al

ambiente completando su ciclo de vida (Rojas-Lopez y col., 2022).

En G. intestinalis se ha observado que bajo el tratamiento con diferentes
antiparasitarios comerciales o en experimentacion el parasito sufre cambios
morfoldgicos consistentes con muerte celular regulada tipo apoptosis de eucariontes
superiores, una de estas caracteristicas es la exposicion de la fosfatidilserina (PS, por
sus siglas en inglés) (Aguilar-Diaz y col., 2017; Hernandez Atehortua y col., 2015), sin

embargo, aun no se ha demostrado que proteinas efectoras participan en dicho



proceso. Debido a ello nuestro grupo de investigacion se ha abocado en el estudio de
la apoptosis en G. intestinalis, encaminado el estudio a la ruta de apoptosis extrinseca
por tratarse de un organismo amitocondriado. Se identificd inicialmente la
endonucleasa dependiente de la activacion por caspasas (en inglés CAD) mediante
inmunoprotedmica a la que se denomind “Giardia intestinalis CAD” (GCAD) (Duran-
Pérez., 2014 Tesis maestria), asi como su inhibidor IGCAD (Villa-Medina., 2016 Tesis
maestria). En eucariotas superiores se ha observado que la cisteina proteasa
denominada caspasa-3, una de las caspasas ejecutoras, escinde al inhibidor de CAD
en dos sitios conformados por aspartato, esto libera a la endonucleasa, quien forma
un homodimero activo se transloca al nucleo induciendo la fragmentacion del DNA y
las etapas finales de la condensacion de la cromatina apoptotica (Araya y col., 2021).
Asimismo, en eucariotas superiores la caspasa-3 escinde a Flipasas de fosfolipidos
denominadas como ATP11A y ATP11C y a la escramblasa XKR8, lo que evoca la
exposicion de fosfatidilserina o PS (Furuta & Zhou, 2023). Por consiguiente, al
evidenciar la exposicion de PS se hipotetiza que existan flipasas o escramblasas
llevando a cabo dicha actividad durante la apoptosis en G. intestinalis siendo
potenciales moléculas blanco de proteasas con actividad similar a las caspasas. Por
tanto, en el presente proyecto se propone evidenciar la interaccién de GCAD e IGCAD,
asi como la identificacidn de flipasas de fosfolipidos que participan en la muerte celular
regulada durante la exposicion de la PS de G. intestinalis y finalmente la busqueda in

silico e in vitro de una proteasa con actividad similar a las de las caspasas.



IV. ANTECEDENTES

4.1 Apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular no inflamatorio o silente que es
estrechamente regulado por una serie de eventos moleculares y bioquimicos
dependientes de energia (Kesavardhanay col., 2020; Nagata, 2018b; Sakkas & El-
fakahany, 2018). Este tipo de muerte celular permite a la célula cometer suicidio y
representa un evento critico para la supervivencia de los organismos (Larisch, 2021).
La apoptosis depende de una compleja red de interacciones entre moléculas pro y anti
apoptoticas que responden a estimulos tan diversos como dafos en el DNA, cambios
en la osmolaridad, choque térmico, citocinas, radiacion, ceramidas, estrés oxidativo e
inflamacion y esta regulado por 2 familias de proteinas principalmente: una de ellas
son las caspasas y la otra, son proteinas de la familia de Bcl-2 (del inglés B-Cell

Lymphoma 2) que actuan de manera coordinada (Bock & Riley, 2023).

El proceso de la apoptosis consta de varias etapas, en donde son distinguibles
las caracteristicas morfologicas tales como, la condensacion de la cromatina nuclear,
la fragmentacion del DNA, la formacién de vesiculas en la membrana, la division del
contenido celular en cuerpos apoptoticos, la reduccion del volumen celular y la
exposicion de la PS (Battistelli & Falcieri, 2020). De esta manera las células
apoptoticas son caracterizadas por profunda reorganizacion del citoesqueleto y la
digestion mediada por caspasas asegura el desmantelamiento apropiado de las

células moribundas durante el proceso (Kesavardhana y col., 2020).



Figura 1. Evidencia de la apoptosis celular. A) Condensacién de la cromatina. B)
Formacion de cuerpos apoptéticos. C) Fragmentacion del DNA en escalera D) Tincion
de trofozoitos de G. intestinalis tratados con curcumina 3mM y tefidos con Anexina V
para la deteccion de fosfatidilserina (PS) (Nagata & Segawa, 2021; Duran-Pérez, Tesis
2014).



4.1.1 Vias de senalizacion de la apoptosis

Para asegurar la homeostasis tres vias de sefializacion regulan la apoptosis, una
via extrinseca del receptor de muerte, una via intrinseca mitocondrial y la via de las
granzimas/perforinas (Ahsany col., 2024). La via extrinseca es inducida al integrar una
sefal extracelular a la maquinaria de transduccion de sefales internas. Esta via es
promovida por receptores “de muerte” pertenecientes a la familia del receptor del factor
de necrosis tumoral alfa (TNFR-1), en los que se incluyen TNF-R1, CD95, TRAIL-R1,
TRAIL-R2, DR3, y DR6 que se activan al unirse a sus respectivos ligandos TNF,
CD95L, TRAIL, y TL1A (Arif y col., 2020). Entre los receptores de muerte celular mas
estudiados se encuentra el ligando de Fas (FasL) que se une a Fas, y TNFa que se
une a TNFR-1, los cuales inducen la formaciéon de un complejo de sefalizacion
inductor de muerte (DISC, del inglés, Death-Inducing Signalling Complex) (Levoin y
col., 2020). Cuando estos receptores son activados por su ligando, ocurren tres pasos
distintivos: la trimerizacion del receptor; el reclutamiento de proteinas intracelulares
asociadas al receptor como FADD (del inglés, Fas-Associating Protein with Death
Domain) y la proteina que se une a TNFR-1, TRADD (del inglés, TNF-Receptor
Associated Death Domain), que funcionan como adaptadores, y la iniciacion de la
activacion que favorece el reclutamiento de la caspasa 8 para, finalmente, activar la

caspasa-3 (Seyrek y col., 2020).

La activacion de la muerte por la via extrinseca se puede regular mediante la
union de proteinas que también contienen dominios DED (del inglés, Death Effector

Domain), y compiten con la union de las procaspasas a FADD como la proteina c-FLIP



(del inglés, FADD-Like ICE Inhibitory Protein), que contiene dos dominios DED

(Jiménez-Garcia & Merchant-Larios, 2003; Nagata & Tanaka, 2017).

La segunda via es denominada como la via intrinseca, e involucra la
permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria mediada por BAX y BAK,
ambos miembros de la familia Bcl-2 (del inglés, B-Cell Lymphoma 2) proapoptética,
esta via intrinseca es activada por estimulos como el dafo del DNA, lesiones
citotoxicas o estrés oxidativo (Kashyap y col., 2021; Qian y col.,, 2022). La
permeabilizacion de la membrana mitocondrial conduce a la liberacién del citocromo
C, el reclutamiento y la activacion de la procaspasa-9 (forma inactiva de la caspasa),
que en conjunto con el factor 1 activador de la proteasa de la apoptosis o proteina
APAF1 (del inglés, Apoptosis Protease Activiting Factor 1), forman un complejo
heterotrimérico denominado apoptosoma ( Kashyap y col., 2021). La activacion de la
procaspasa-9 favorece la activacion de las caspasas efectoras 3, 6 y 7 (Kashyapy col.,
2021). Los miembros de la familia Bcl-2 son considerados los principales reguladores
de la apoptosis mitocondrial, por lo que el equilibrio de las proteinas Bcl-2 pro y
antiapoptoticas determina el destino de la célula (Qian y col., 2022). La familia de las
proteinas Bcl-2 esta dividida en tres grupos: las antiapoptéticas (Bcl-2, Bcel-xI, BeldW,
Mcl-1, y BFL-1/A1), proapoptéticas (Bax, Bak, y Bok) y las proapoptoticas  s6lo con
el dominio BH3 (Bad, Bid, Bik, Bim, BMF, HRK, Noxa, y PUMA) (White, 2023). Estos
miembros Bcl-2 antiapoptéticos comparten cuatro dominios de homologia Bcl-2 (BH1-
BH4), y su localizacion subcelular es en el citoplasma al inhibir la liberacion del
citocromo C (Hussar, 2022). En el ser humano han observado en diferentes tejidos del

cuerpo y su expresion diferencial dependiendo la linea celular, por ejemplo, la proteina



Bcl-2 en células troncales epiteliales de rifidn, en linfocitos B y Bcl-XL en progenitores
eritroides (Qian y col., 2022). Las proteinas Bcl-2 proapoptoticas pueden presentar los
cuatro dominios BH, las mas destacadas son BAX y BAK como se menciond, ademas
de BOK (del inglés, Bcl-2-Associated Ovarian Killer) que se localiza en células
normales en el reticulo endoplasmatico, el cual regula sus niveles al ser menos estable
que BAX y BAK (lvanova y col.,, 2020). Si aumenta la expresién de BOK, la
permeabilizacion de la mitocondria se acelera (Naim & Kaufmann, 2020). Otro
miembro proapoptético es Bcl-XS, el cual es un regulador reverso de Bcl-2 y Bel-XL y
se localiza en la mitocondria, ademas presenta los dominios BH3 y BH4 (Qian y col.,

2022).

Las proteinas proapoptéticas con el dominio BH3 pueden ser activadores tales
como BID (del inglés, BH3-Interacting-Domain Death Agonist) y BIM (Bcl-2 Interacting
Mediator of cell death) cuya funcion es unirse directamente a BAX y BAK al conectarse
con su region hidrofébica, lo que conduce a su cambio conformacional y activacion
(Alway, 2021; Roufayel y col.,, 2022). Por el contrario, las proteinas BH3
sensibilizadoras (BIK, BMF, BAD, NOXA y PUMA) antagonizan la acciéon de los
miembros Bcl-2 antiapoptoticos sin unirse directamente a BAX y BAK impidiendo su
unidn a efectores activos (Roufayel y col., 2022). La via extrinseca puede interceptar
la via intrinseca a través de la activacion por escision de la proteina BID proapoptética
mediada por caspasa-8 (McElhinney y col., 2023). La forma truncada C-terminal de
BID (tBID) se transloca a la mitocondria y promueve la activacion adicional de las
caspasas a través de BAX y BAK (caspasa-9 y las caspasas efectoras caspasa-3, -6

y -7) (Kim y col., 2024).
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La funcidbn de las caspasas puede ser regulada mediante las proteinas
inhibidoras de la apoptosis IAPs (del inglés, Inhibitor of Apoptosis Proteins), tales como
XIAP, el cual se une y neutraliza ciertas caspasas (caspasa-9 y caspasa-3) (Kimy col.,
2024). Esta accion inhibitoria de IAPs puede ser antagonizada por la union de
SMAC/DIABLO (del inglés, Second Mitochondria-Derived Activator of Caspasel/Direct
IAP Binding Protein with Low pl) quien es liberada de la mitocondria después de la

activacion de BAX y/o BAK (Kansal y col., 2023).

La tercer via de apoptosis esta mediada por las funciones efectoras de os
linfocitos T citotoxicos y los linfocitos NK (del inglés, Natural Killer) los cuales inducen
apoptosis mediante la secrecion de perforina, molécula transmembrana que forma
poros e induce liberacion por exocitosis de granulos citoplasmicos (Hay & Slansky,
2022). Los linfocitos citotoxicos también liberan potentes proteasas como granzima B
(GraB) y granzima A (GraA), proteasas séricas capaces de fragmentar proteinas en
residuos aspartato y de activar determinadas caspasas ademas de escindir
directamente a ICAD (del inglés, Inhibitor of Caspase-Activated DNase) (McKenzie y
col., 2022). Asimismo, los granulos contienen otras proteasas, incluidas catepsinas,
que pueden activar otras proteasas lisosomales y granulisina que puede destruir las
membranas intracelulares de algunos microbios (Hay & Slansky, 2022). Dado que
GraB puede procesar y activar caspasa 10, 8, 7 y 3 in vitro e in vivo, puede iniciar la
apoptosis activando caspasas rio arriba o rio abajo dentro de la via de muerte celular
lo cual tiene diferente impacto en la respuesta inmunologica (Ramirez-Labrada y col.,
2022). La activacion de las caspasas conduce a las células a las fases finales de la

muerte celular, las cuales son las responsables de las caracteristicas morfologicas
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distintivas de las células apoptéticas (Green, 2022). En este sentido, las tres vias de
sefalizacion de apoptosis que se mencionaron convergen en la activacién de una
caspasa ejecutora (caspasa-3, -7 y/o6) que son las responsables de la formacion de
cuerpos apoptoticos, vesiculas celulares, fragmentacion del DNA y exposicion de la
fosfatidilserina en la capa externa de la membrana plasmatica (Julien & Wells, 2017,

Kim y col., 2024).
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Figura 2. Vias de senalizaciéon de la apoptosis. Hasta el momento se han descrito 3
vias de senalizacion de la apoptosis en una célula eucariota canonica: 1) Via intrinseca
iniciada por un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial mediada
por proteinas miembros de la familia Bcl-2 pro-apoptética. 2) Via extrinseca mediada
por la activacion de receptores de muerte de la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). 3) Via de las granzimas evocada por los mecanismos
efectores de linfocitos T citotdxicos y linfocitos NK (Han y col., 2023; Hay & Slansky,
2022; Hussar, 2022).
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4.1.2 Fragmentacion del DNA

Posterior a la activacion de las caspasas ejecutoras (caspasa-3 y 7), el factor de
fragmentacion de DNA (DFF, del inglés, DNA Fragmentation Factor) es escindido lo
que desencadena la fragmentacion del DNA (Eom y col., 2023). EI DFF es un complejo
heterodimérico inactivo formado por dos subunidades CAD (del inglés, Caspase-
Activated DNase) una de 40 kDa también conocido como DFF40 e ICAD (del inglés,
Inhibitor of Caspase-Activated DNase/DFF45) de 45 kDa (Ai y col., 2024). ICAD tiene
una doble funcidn, por un lado, participa como chaperona para la actividad de CAD y
por otra parte evitala activacion espontanea de CAD en células vivas (Banas y col.,
2018). Ademas, se han identificado variantes de ICAD por splicing alternativo, ICAD-L
e ICAD-S, quienes carecen de los ultimos residuos aminoacidicos 62 y 66 en el
dominio COOH terminal, ambas variantes pueden dimerizar con CAD (Lechardeur y

cols., 2000).

Ambas subunidades del DFF comparten el dominio CIDE-N (del inglés, Cell
death-Inducing DNA Fragmentation Factor Alpha (DFFA)-like Effector) en su extremo
NH2 terminal y la sefial de localizacion nuclear (NLS, del inglés, Nuclear Localization
Signal) en el extremo COOH, empero, en las células no apoptoticas la NLS permanece
enmascarada (Kulbay y col.,, 2021). El dominio CIDE-N posee 80 aminoacidos
altamente conservados entre ICAD y CAD, este dominio es crucial para las
interacciones de ambas moléculas (Ha & Park, 2022; Xu y col., 2024). Por otro lado,
CAD presenta una region en el extremo carboxilo terminal crucial para la actividad
catalitica de CAD, que incluye cuatro alfa hélices, cuatro laminas beta y un “/loop” en

el extremo C- terminal, que corresponde con la region NLS (Kulbay y col., 2021).
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Después de la escision de ICAD, CAD inicia con el clivaje cerca de los
nucleosomas, lo que genera fragmentos de DNA entre 50 y 300 kb (Kari y col., 2022).
La segunda etapa es el corte inter-nucleosémico, lo cual produce fragmentos de
menos de 180 pb (Green, 2022). Otras nucleasas relacionadas con la degradacion del
DNA durante la apoptosis; son la endonucleasa G (Endo-G), y el factor inductor de la
apoptosis AIF (del inglés, Apoptosis Inducing Factor), los cuales lideran la

fragmentacion del DNA por la via intrinseca (Delavallée y col., 2020).
4.1.3 Participacion de las flipasas durante muerte celular tipo apoptosis

Las flipasas de fosfolipidos también conocidas como ATPasas tipo P (llamadas
tipo P, por el acido aspartico conservado que experimenta fosforilacion transitoria),
constituyen una familia de proteinas de membrana que utilizan la energia de la
hidrolisis del ATP para transportar iones y lipidos a través de las membranas biologicas
(Andersen y col., 2016). Las flipasas se han descrito en eucariotas, procariotas y
arqueas (Bai y col., 2020). De acuerdo con los analisis filogenéticos las flipasas tipo P
se han clasificado en cinco clases principales (P1-P5), cada clase se caracteriza por

transportar diferentes sustratos y tener motivos especificos (Sakuragi & Nagata, 2023).

Las primeras tres clases de flipasas tipo P (P1-P3), se caracterizan por
transportar iones a través de las membranas y con base en ellos son subdivididas, por
ejemplo las P1-ATPasas funcionan como transportadores de metales pesados para la
desintoxicacién del citoplasma, otras P1-ATPasas participan en la carga de metales
dentro de tejidos y compartimentos celulares especificos y la Ca?*ATPasa del reticulo
sarcoendoplasmatico (SERCA; una P2-ATPasa) esta implicada en el mantenimiento

de la homeostasis del calcio durante la sefializacién, etc. (Andersen y col., 2016). Por
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otro lado, las flipasas tipo P4 transportan lipidos a través de las membranas
plasmaticas y se ha predicho que las flipasas tipo P5 tienen participacion importante
en los sistemas de transporte endosomal-lisosomal, sin embargo, aun hay poca
informacion sobre su especificidad por un sustrato (Bai y col., 2020). Las flipasas tipo
P4, funcionan como un complejo heterodimérico formado por una subunidad alfa, que
contiene 10 hélices transmembranales y una subunidad beta, que contiene dos, esta
ultima se conoce como CDC50 (del inglés, Cell Division Cycle 50) (Liy col., 2023). La
arquitectura de la subunidad alfa presenta un dominio transmembranal de 10 hélices
alfa como se menciono, el dominio actuador (dominio A), dominio de unién a
nucledtidos (dominio N), y el dominio de fosforilacion (dominio P) (Lyons y col., 2020).
Hasta la fecha se han descrito 14 flipasas tipo P4 en el ser humano y cuatro en la
levadura Saccharomyces cerevisiae, su funcion primordial radica en mantener la
integridad de las membranas en el reticulo endoplasmatico, mitocondria, aparato de

Golgi, lisosomas y membrana plasmatica (Sakuragi & Nagata, 2023).

La esfingomielina y fosfatidilcolina se encuentran en la cara externa de la
membrana plasmatica mientras que la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina se
encuentran en la cara interna de la bicapa lipidica, esta distribucién asegura la
integridad de las membranas plasmaticas y compartimientos celulares (Wang y col.,
2022). Debido a que los fosfolipidos presentan un grupo cargado y dos cadenas de
acilo hidrofobas apenas se mueven espontaneamente a través de las bicapas lipidicas,
el mantenimiento de su distribucidon asimétrica y su reorganizacion dependen de las
flipasas, flopasas y escramblasas (Nagata y col., 2020). Las flipasas y flopasas

translocan fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina de la capa externa a la capa interna
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de la membrana plasmatica y la fosfatidilcolina en direccién opuesta, respectivamente
(Sakuragi & Nagata, 2023). Mientras que las escramblasas translocan fosfolipidos a
ambas direcciones y sin especificidad, lo que promueve el colapso de la asimetria de
la membrana en diversos procesos fisioldgicos como la apoptosis y concentraciones

altas de calcio (Behuria y col., 2022).

Posterior a la iniciacion de la apoptosis, la célula expone PS a la capa externa de
la membrana plasmatica, las flipasas ATP11A y ATP11C son escindidas e inactivadas
por caspasa-3 durante la apoptosis, mientras que su actividad tipo ATPasa es inhibida
por altas concentraciones de Ca?* (Segawa & Nagata, 2015). Sin embargo, la
translocacién de PS por inactivacion de flipasas es lenta, por ello la activacién por
escision de las escramblasas acelera el proceso (Behuria y col.,, 2022). Una
escramblasa perteneciente a la familia XKR, conocida como XKR8 es activada por
caspasa-3 y por cinasas (Behuria y col., 2022). XKR8 se encuentra en un complejo
heterodimérico con Basigina (Bsg) o Neuroplastina (NPTN), las cuales son proteinas
de membrana tipo 1 de la superfamilia de las inmunoglobulinas que sirven como
chaperonas para localizar XKR8 en la membrana plasmatica (Sakuragi y col., 2021).
XKR8 presenta sitios de reconocimiento por caspasas bien conservados en el extremo
COOH terminal, cuando es escindida por la caspasa ejecutora sufre un proceso de
dimerizacion del complejo XKR8-Bsg/NPTN en un hetero-tetramero que funciona
como escramblasa, translocando de esta manera PS y otros fosfolipidos como la

fosfatidiletanolamina de manera aleatoria y bidireccional (Nagata y col., 2020).
4.1.4 Proteasas del clan CD
Las caspasas como ya se menciond tienen diferentes implicaciones en la
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apoptosis y otros procesos inflamatorios (Bock y Riley, 2023). Las caspasas
pertenecen al clan de proteasas CD, cuya principal caracteristica estructural es un
dominio catalitico tipo caspasas conservado (Ramos-Guzman y col., 2023). Los
miembros del clan CD de cisteina peptidasas son clasificados en familias
principalmente en sus caracteristicas estructurales y su funcion, en lugar de su
homologia de secuencia (McLuskey y Mottram, 2015). Estas proteasas contienen una
diada catalitica histidina/cisteina y usan una cisteina activa y conservada para escindir
enlaces peptidicos de proteinas (McLuskey y Mottram, 2015). Todas estas enzimas
son endopeptidasas y aunque peptidasas de una misma familia pueden tener
homologia de secuencia, sus funciones y mecanismos bioldgicos pueden diferir en
gran medida (McLuskey y Mottram, 2015). El clan CD contiene ocho familias de
endopeptidasas: C11  clostripainas, C123 RARPD2, C13 leguminasas
(endopeptidasas de asparagina y transaminasas de anclaje GPI), C14 (caspasas y
metacaspasas), C25 gingipainas, C50 separasas, C80 toxinas RTX, y la peptidasa

C84 prtH (Rawlings y col., 2018).

Los miembros del CD del clan se activan de diferentes maneras, las peptidasas
de la familia C11 se sintetizan como proenzimas y requieren la eliminaciéon de un
propéptido N-terminal para su activacion (Rawlings y Barrett, 2013). Las peptidasas de
las familias C14 se activan mediante dimerizacién sin protedlisis o mediante protedlisis
interna (Green, 2022). La proleguminasa (C13) se activa mediante la escision de un
enlace asparaginilo en las condiciones acidas del lisosoma (Elamin y col., 2022). Las
Gingipainas R (C25) y K se secretan y trabajan juntas para eliminar autoliticamente su

dominio de hemaglutinina C-terminal (Pomowski y col., 2017). Asimismo, la familia C14
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es subdividida en C14A (caspasas) y C14B (metacaspasas y paracaspasas, C14B(M)

y C14B(P) respectivamente) (Minina y col., 2020).

Los parasitos protozoarios contienen una gran variedad de cisteina-peptidasas
que tienen relevancia en sus funciones biologicas, las mas estudiadas son las
pertenecientes al clan CA (tipo papaina), en este clan, la familia mas estudiada es la
C1 donde se encuentran las catepsinas y calpainas (Arguello-Garcia y col., 2023). Sin
embargo, ahora es evidente que también presentan peptidasas del clan CD, algunas
funciones se asimilan a sus contrapartes de mamiferos sin embargo otras difieren en
gran medida (McLuskey y Mottram, 2015). Hasta la fecha se han registrado tres
familias del clan CD en protozoarios parasitos: La familia C13 (Leguminasas o
endopeptidasas de asparagina y las transaminasas de anclaje GPIl), C14
(Metacaspasas) y C50 (Separasas) (Euceda-Padilla y col., 2024; Markova y col., 2016;

Yadav y col., 2023).

La leguminasa (endopeptidasa de asparagina) y a la transaminasa de anclaje
GPIl perteneciente a la familia C13, han sido encontradas en todos los reinos de los
seres vivos, aunque la leguminasa ha sido mas estudiada en el parasito Schistosoma
sp., mamiferos y plantas. La leguminasa es sintetizada como un zimogeno inactivo
cuya estructura consiste en un péptido sefial de 17 residuos, el cual es liberado durante
la secrecidn, el resto de su estructura consiste en un propéptido de 8 residuos en el
extremo N-terminal, un dominio tipo peptidasa de 110 residuos y un predominio en el
extremo C-terminal. Es interesante como el dominio tipo peptidasa de la leguminasa
es topolégicamente equivalente a las caspasas y paracaspasas, con una region de

seis laminas beta plegadas y cinco hélices alfa.
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Figura 3. Peptidasas del clan CD. Relacion filogenética entre el clan CD. Se muestran
las peptidasas, generadas aplicando la metodologia Clustal a las regiones de
homologia alrededor del sitio catalitico H y C. El arbol sugiere que las asparaginilo
endopeptidasas y las GPI:proteinas transamidasas estan relacionadas, al igual que las
caspasas Yy las metacaspasas. Cabe sefalar que cada familia tiene <25% de identidad
de secuencia el resto de las familias y que la unica identidad significativa reside
alrededor de los residuos del sitio activo. Las tres peptidasas del clan CD descritas
hasta el momento en protozoarios parasitos son la C13, C14 y C50 (modificado de
Mottram y col., 2005).
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4.2 Apoptosis en protozoarios

Los protozoos Trypanosoma y Leishmania, Blastocystis hominis, Trichomonas
vaginalis, Entamoeba histolytica y Plasmodium falciparum, sufren un tipo de muerte
similar a la apoptosis, frente a algunos estimulos nocivos. Estos parasitos presentan
alteraciones morfologicas tales como la condensacion cromosomica, fragmentacion
del DNA nuclear, encogimiento celular, pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial, formacién de cuerpos apoptoticos y externalizacion de la PS, a pesar de
esos hallazgos, la maquinaria celular y las proteinas involucradas en este proceso no
se han identificado (Ameisen, y cols., 1995; Arambage, y cols., 2009; Gannavaram &

Debrabant, 2012).

Asimismo, los analisis bioinformaticos sugieren que en los géneros Tetfrahymena,
Plasmodium y Toxoplasma, existen proteinas proapoptéticas relacionadas a la
mitocondria (Kaczanowski, y cols., 2011). Ademas, se ha establecido que en los
metazoarios se encuentran algunas proteinas con caracteristicas similares a las
caspasas (Gannavaram & Debrabant, 2012), por lo que se propone una hipétesis en
la que las metacaspasas son las proteasas ancestrales y que las caspasas divergieron
mediante la evolucion (Meslin, y cols., 2011). En algunos protozoos, unas pocas
funciones de las mitocondrias son reemplazadas por proteinas citoplasmaticas como
los hidrogenosomas, aunque no se conoce si este organelo interviene en la muerte
celular. En T. vaginalis, un parasito con hidrogenosomas se ha observado que, al
adicionar metronidazol o retirar nutrientes del medio, hay efectos sobre la morfologia
y la supervivencia celular, lo que sugiere posibles mecanismos de muerte celular

regulada.
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4.3 Apoptosis en G. intestinalis

En G. intestinalis se ha observado que, bajo diferentes condiciones de estrés,
tales como la aplicacion de B-lapachona, la privacién de suero y la utilizacién de
curcumina, se induce la formacion de vesiculas en la membrana celular, condensacion
de la cromatina, contraccion celular y vacuolizacion citoplasmatica (Chose, y cols.,
2003; Pérez-Arriaga, y cols., 2006; Corréa, y cols., 2009; Ghosh, 2009;). En un estudio,
al transfectar en trofozoitos de G. intestinalis una proteina recombinante de la familia
Bcl-2 humana (BAX), se alter6 el proceso de enquistamiento y se indujo muerte celular,
esto apunta a que Giardia podria tener proteinas sustratos para BAX posiblemente
las proteinas que hacen parte de las vesiculas especificas de la enquistacion (ESV,
del inglés, Encystacion-specific vesicles) quienes conducen a la liberacion de proteinas
de la pared del quiste y a la muerte celular, sin participacién de la mitocondria (Hehl, y

cols., 2007).

Igualmente, se han sometido trofozoitos de G. intestinalis a estrés oxidante
usando peroxido de hidrogeno y metronidazol observaron cambios morfologicos
asociados a la muerte celular regulada similar a la apoptosis y el analisis bioinformatico
reveld algunos genes asociados con la autofagia tales como TOR, ATG1 y ATG16. A
pesar de no haber evidenciado la presencia de caspasas, proponen que este tipo de
muerte celular programada se lleva a cabo por una unica via de sefalizacion diferente

a la que ocurre en eucariotas superiores (Bagchi, y cols., 2012).

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se identificé por medio de
inmunoprotedmica una proteina obtenida después de la induccién de apoptosis en

Giardia por curcumina y peroxido de hidrogeno, la cual posee un peso de 40 kDa y
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388aa, con un punto isoeléctrico de 9.8, esta misma comparte una similitud del 16%
con la proteina CAD de Homo sapiens, ademas fue posible ubicar algunas
caracteristicas estructurales mas importantes de CAD, como el dominio CIDE
constituido por los residuos K9, K19, y K32 de nuestra secuencia aminoacidica de

CAD de G. intestinalis.

Asimismo, se evidencio la region consistente en el centro activo de CAD de G.
intestinalis integrado por los aminoacidos H326, H337 y K331 correspondientes a los
aminoacidos H307, H312 y K309 de Homo sapiens (Duran Pérez, 2014).
Posteriormente se clond el gen GCAD utilizando DNA de G. intestinalis y fue insertado
en un vector de expresion para la posterior produccidén de la proteina recombinante
rGCAD, la cual posee un peso aproximado de 55 kDa correspondiente al peso de la
endonucleasa GCAD de G. intestinalis cuya secuencia aminoacidica fue registrada en
la base de datos del NCBI con el siguiente numero de acceso en el GenBank
KAE8302647.1 (Diaz-Gaxiola, 2016; Rodriguez-Rochin, 2018). Estos resultados
obtenidos dan pie a continuar investigando la cascada de sefializacion de la apoptosis
en G. intestinalis, en este sentido, como ya se mencion6 ICAD tiene una funcién
importante en la inhibicién de la fragmentacion del DNA por CAD ademas de actuar
como chaperona, por lo cual recientemente se identificd su ortdlogo en G. intestinalis
denominado como IGCAD (Manuscrito en preparacion), sugiriendo indirectamente la
participacion de una proteasa con actividad similar a las caspasas, la cual podria estar
implicada de manera similar en el mecanismo de exposicion de la PS, una de las

caracteristicas morfolégicas de la apoptosis.
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Figura 4. CAD de G. intestinalis (GCAD). A) GCAD fue identificada mediante el
anticuerpo policlonal anti-CAD de ser humano, GCAD fue localizado subcelularmente
en trofozoitos tratados con diferentes concentraciones de curcumina. B) Estructura
predicha in silico de GCAD, se destacan los dominios CIDE-N y el dominio catalitico
en el extremo carboxilo terminal, la secuencia fue registrada en el GenBank con el
numero de acceso que se observa. C) Produccion recombinante de GCAD, se obtuvo
una proteina de 55 kDa que corresponden a 13 kDa de la proteina de fusion sumo y
43 kDa de GCAD (tesis Duran Pérez, 2014; Diaz-Gaxiola, 2016; Rodriguez-Rochin,
2018).
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Figura 5. Identificacion de IGCAD. A) Con base en el extremo N-terminal de GCAD
se identific6 IGCAD, posteriormente la proteina se cloné y se produjo de manera
recombinante obteniendo asi una proteina de 43 kDa. B) El analisis de sus dominios
conservados mostrd que contiene los motivos diana para caspasas en los residuos 95
y 210 que pertenecen a los sitios diana para una peptidasa similar a caspasa 1,
(magenta) con base en el analisis de Peptide Cutter asi como el dominio CIDE-N que
le permitiria la interaccion con la DNasa GCAD (morado) (tesis Villa-Medina, 2019).
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V. JUSTIFICACION

Nuestro grupo de investigacion previamente identificd, clond y expreso de forma
recombinante a la DNasa activada por caspasa de G. intestinalis, denominada como
GCAD. Recientemente, se identificd, clono y expresé como proteina recombinante a
su inhibidor, denominado IGCAD. Por tanto, para estudiar su participacion como una
proteina reguladora dentro de la cascada de sefalizacion de apoptosis es necesario
continuar con la caracterizacion inmunoquimica de dicha interaccion, asi como la
identificacion de la caspasa ejecutora (caspasa-3), que media la activacién de GCAD.
En este contexto, consideramos de gran relevancia continuar con el estudio de la
cascada de senalizacion de la apoptosis con énfasis en estas moléculas, asi como en
las flipasas implicadas en la externalizacion de la PS, lo que permitira dilucidar de
forma integral la cascada de transduccion de senales de la apoptosis de G. intestinalis,
contribuyendo a una mejor comprension de la biologia del parasito, que es considerado
tanto un eucariota primitivo como un patégeno desatendido de presencia cosmopolita,

por lo que los nuevos datos sobre su muerte celular son de importancia terapéutica.
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VI. HIPOTESIS

G. intestinalis posee un ortélogo de caspasa-3 que media la protedlisis de GCAD-
IGCAD, asi como al menos una flipasa implicada en la externalizacién de PS dentro

de la cascada de sefializacion de apoptosis.
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VII. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general
Estudiar la interaccion GCAD-IGCAD, caspasa-3 y flipasas dentro de la cascada

de sefializacion de apoptosis de Giardia intestinalis

7.2 Objetivos especificos

1. Evidenciar la interaccion de GCAD-IGCAD de G. intestinalis

2. Identificar in silico e in vitro al ortdlogo de caspasa-3 implicado en la protedlisis de

IGCAD vy las flipasas G. intestinalis.

3. Determinar la actividad de flipasas en G. intestinalis durante la apoptosis.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Analisis de la interaccion GCAD-IGCAD in silico

Se llevdé a cabo el modelado de las proteinas GCAD e IGCAD a través del
programa ALPHAFOLD empleando la secuencia aminoacidica de éstas (Jumpery col.,
2021). La estructuras obtenidas fueron empleadas para realizar un docking proteina-
proteina en la herramienta en linea Cluspro (Desta y col., 2020). De los 20 modelos
obtenidos se selecciond uno de acuerdo con la puntuacion proporcionada por el
programa, al mejor favorecido en electrostatica, hidrofobicidad y por fuerzas de Van
der Waals, de ellos el que requeria menor energia de interaccion era el mas probable.
Una vez que se obtuvo el complejo GCAD-IGCAD este fue analizado en PDB-SUM
para determinar el tipo de interacciones especificas en cada aminoacido de ambas
proteinas (Laskowski y col., 2018). Finalmente, estas secuencias fueron editadas en
UCSF Chimera para destacar los dominios y las regiones donde hubo interaccion

(Pettersen y col., 2004).

8.2 Purificaciéon de IGCAD

Se realizé la extraccion de proteinas totales de la cepa Escherichia coli BL21
(DE3) transformada con el rDNA de rIGCAD, el pellet celular fue resuspendida en 4
mL de buffer de extraccién con inhibidores de proteasas libre de EDTA adicionado con
1 mg/mL de lisozima y se incubo en hielo por 30 min, posteriormente las bacterias
fueron lisadas mediante sonicacion a una pulsacion por 3 segundos con un nivel de
intensidad 2, una vez lisadas las bacterias, la muestra se centrifugd a 14,000 rpm
durante 10 min y se almacen¢ el sobrenadante a -20°C (Lopez-Moreno y col., 2003).

Se obtuvo el pellet con los cuerpos de inclusién, posteriormente fue resuspendido en
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1 mL de tampon D para la purificacion de la proteina rIGCAD por medio de
cromatografia de afinidad a metales divalentes, utilizando una columna de purificacion
Hi-Trap (Lopez-Moreno y col.,, 2003). La proteina obtenida se cuantificé y la
confirmacion de productos de purificacidon se realizé a través de SDS-PAGE al 12.5%
(Piedra-Quintero y col, 2015). Una vez que se obtuvo la de proteina eluida, se realizo
la dialisis para eliminar el EDTA vy el sulfato de niquel. La membrana de didlisis se
hirvié por 5 min en agua desionizada. Se realiz6 un nudo muy ajustado en la parte
inferior de la membrana y se cargo la proteina, se cerré la membrana del otro extremo.
Se dializé por dos horas en 2L de amortiguador salino de fosfatos (PBS) en agitacion,
se realizé un cambio de PBS y de dejo 2 horas, posteriormente se cambio el PBS y se
dej6 dializando toda la noche. Al dia siguiente se cambio el PBS y se dializé una hora
mas. Por ultimo, la muestra se revolcé en azucar para concentrar la proteina y
disminuir el volumen de PBS. Se retird el exceso de azucar con PBS y se extrajo la
muestra para su cuantificacion de acuerdo con el método de Bradford (Lopez-Lépez y

col., 2018).
8.3 Produccion de un anticuerpo policlonal anti-IGCAD

Se emplearon ratones de la cepa C57BL/6 con tiempo de vida de 8 semanas, se
obtuvo el suero pre-inmune previo a la inmunizacién con la proteina (Murua-Lopez y
col., 2019). Se llevé a cabo una emulsién con PBS (c.b.p. 250 uL), 20 ug de rIGCAD y
250 pL de ACF (adyuvante completo de Freud) (Murua-Lopez et al., 2019).
Posteriormente se realizaron inmunizaciones por via intraperitoneal 3 veces, siendo
las inmunizaciones 2 y 3 con AlF (Adyuvante Incompleto de Freud), con un intervalo

de 10 dias entre cada inmunizacion (Murua-Lopez y col., 2019). El suero inmune se
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recolecto cinco dias después de la ultima inmunizacion y fue evaluado mediante ELISA
de acuerdo con el protocolo previamente establecido por nuestro grupo de

investigacion (Murua-Lopez y col., 2019).
8.4 Deteccién de IGCAD por Western blot

Se corrieron dos geles preparativos en los que se cargaron 200 ug de proteina
IGCAD vy el extracto crudo de G. intestinalis respectivamente (Lopez-Lopez y col.,
2018). Las proteinas se apartaron con base a su peso molecular a 70 V durante 120
min en buffer de corrida TGS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1% p/v). las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.22 yM en amortiguador
de Towbin (Tris-base 25 mM, glicina 193 mM y metanol 20% v/v) para ser utilizadas
como base para los ensayos de Western blot (Piedra-Quintero y col, 2015). Por
consiguiente, se bloquearon las membranas con caseina al 5 % p/v, se lavaron 2 veces
con PBS suplementado con 0.1 % v/v Tween 20 (PBS-T), se incubaron con el
anticuerpo policlonal anti-IGCAD 1:100. Se lavaron tres veces con PBS-T y se
incubaron con un anti-IgG de raton 1:3000, se lavaron dos veces con PBS-T y el ultimo
lavado se realiz6 con PBS, finalmente se revel6 con diaminobencidina y H20:>

siguiendo los protocolos estandar (Piedra-Quintero y col., 2015).

8.5 Ensayo pull down

Se llevo a cabo un cultivo de G. intestinalis para realizar la obtencion de biomasa
(Benchimol y col., 2022). Se cosecharon las células en la fase logaritmica y la biomasa
se centrifugo y se lavo con 1 mL de PBS dos veces a 2500 rpm 5 min (Benchimol y
col., 2022). Para realizar la extraccion de proteinas se utilizé el buffer RIPA en
condiciones no desnaturalizantes (NaCl 150 mM, Nonidet P-40, SDS 0.1% y Tris 50
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mM, pH 8), las células se resuspendieron en 200 uL de buffer RIPA suplementado con
inhibidores de proteasas (Louche y col., 2017). El lisado se incub6 20 min en hielo y
se mezclo cada 5 min por inversion (Louche y col., 2017). Se centrifugo el lisado 20
min a 14000 rpm y se obtuvo el sobrenadante y se cuantificd por el método de Bradford
se obtuvo una concentracion 4.18 ug/uL. Se empled la columna de cromatografia de
afinidad a metales (Lopez-Moreno y col., 2003). Brevemente, se pasaron por la
columna 10 mL de H20, se agregaron 2 mL de NiSOs 100mM y se incubo por 5 min.
Se realizd otro lavado igual con H20. Se ambientd la columna con 2 mL Tampén D
(Cloruro de guanidina y Tris-HCI) (Lopez-Moreno y col., 2003). Se cargo la proteina
carnada purificada rGCAD 55 ug y rIGCAD 48 ug en 400 pL de Tampodn D (cada una
en una columna independiente) y se incub6 por 30 min, se pasé por la columna
nuevamente 2 mL de Tampdn D (Lopez-Moreno y col., 2003). Se cargd a la columna
con 10 mL de Binding buffer (Imidazol 10 mM) y se procedid a realizar la incubacion
con la presa (lisado G. intestinalis) (Louche y col., 2017). Se cargaron 500 uL del lisado
en binding buffer (418 pg para GCAD como presa y 450 ug para IGCAD como presa)
y se incubd a 4°C toda la noche (Louche y col., 2017). Posteriormente se realizo el
lavado con 10 mL de Binding buffer se guardo el primer mL del lavado y 4 mL mas, de
cada 2.5 mL de lavado se recolecté 1 mL para analisis y observar si se eliminaban las
proteinas inespecificas del lisado (Louche y col., 2017). Se cargaron 500 uL de buffer
de elucion en la columna (EDTA 0.5M, pH 8) y se incubd por 10 min, posteriormente
se recolectaron 3 mL de la elucion para analisis de las interacciones por SDS-PAGE y

Western blot (Louche y col., 2017).

32



8.6 Identificacion in silico de caspasa-3 y flipasas

Se utilizaron las secuencias de la flipasas ATP11A (acceso de GenBank
NP_056020.2) y la procaspasa-3 (acceso de GenBank NP_004337.2) de Homo
sapiens como base para la busqueda de flipasas y proteasas con actividad similar a la
caspasa-3 implicadas en la muerte celular regulada en el proteoma de G. intestinalis
mediante la herramienta DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated
BLAST) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/); las secuencias de proteinas identificadas
fueron obtenidas del National Center for Biotechnology Information database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Una vez obtenidas las secuencias, se alinearon

mediante la  herramienta  Clustal Omega (Madeira y col, 2019)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y se construyé un arbol filogenético

comparando las secuencias obtenidas de G. intestinalis y otros protozoarios. Se
determinaron los sitios diana para caspasas mediante Cascleave (Song y col., 2010)

(https://dl.acm.orag/doi/10.1093/bioinformatics/btg043). Finalmente se analizaron las

secuencias aminoacidicas para determinar las posibles funciones con la herramienta
de dominios conservados y los alineamientos entre las diferentes proteinas ortélogas.
Se predijo la estructura terciaria de las proteinas mediante Robetta (Song y col., 2013)

y Phyre2 (Kelley y col., 2016) (https://robetta.bakerlab.org), las estructuras fueron

visualizadas y editadas en UCSF Chimera (Pettersen y col., 2004).

8.7 Diseno de iniciadores especificos

Para el disefio de los iniciadores especificos se utilizo la secuencia del gen que
codifica para la flipasa IA de G. intestinalis (acceso de GenBank XM_001705404) y las

proteinas con dominios conservados relacionadas a las caspasas: separasa (acceso
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de GenBank XM_001707699.2) y la transaminasa de anclaje GPI (acceso de GenBank
XM_001707656.1). El disefio de los iniciadores llevé a cabo con la herramienta primer-
BLAST del NCBI. Se verifico que estos iniciadores fueran correctamente disefiados,
se analizé el tamafio, el porcentaje guanina-citosina, la formacién de dimeros,
homodimeros y horquillas y la determinacion de la temperatura de alineamiento (Tm).
Los iniciadores poseen los sitios de restriccion para la mutagénesis dirigida segun sea
el caso para su posterior ligacién con el vector de expresiéon pCDNAG. Estos se
emplearon para realizar una PCR en el software Serial Cloner V-8, subsecuentemente
tanto el amplicon como vector de expresion plasmidico fueron digeridos con dichas
enzimas y se realizd la construccion recombinante en el mismo programa, las

secuencias fueron visualizadas en CLC Sequence Viewer v8.0.
8.8 Identificacion de caspasa-3-like de G. intestinalis

Se obtuvo el extracto crudo de las proteinas de G. intestinalis empleando 200 pL
buffer RIPA (NaCl 150 mM, Nonidet P-40, SDS 0.1% y Tris 50 mM, pH 8) (Louche y
col., 2017). Se incub6 30 min en hielo con la biomasa de G. intestinalis resuspendida,
se mezcld por inversion 30 min (Louche y col., 2017). Posteriormente se realizé choque
térmico, se centrifugo el lisado y se recuperd el sobrenadante (Lopez-Lopez y col.,
2018). Se ajustaron las concentraciones y se emplearon 100 pg de proteinas y se
cargaron en un gel preparativo siguiendo el protocolo establecido (Piedra-Quintero y
col., 2015). Las muestras se corrieron a 70 V por 2.5 h aproximadamente. Se
transfirieron (1 h a 100 V) las proteinas a la membrana de nitrocelulosa y se realizo el
bloqueo con caseina 5% p/v en PBS-T 1 h. Se lavaron las membranas y se cortaron

para la incubacion con los anticuerpos. El anticuerpo primario utilizado (a-casp-3) se
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diluyé a 1:100 en PBS-T y el secundario en 1:3000 (a-lgG de conejo) en PBS-T
(Linetsky y col., 2020). Alternativamente se empled una membrana de nitrocelulosa
preparativa que contenia proteinas de células mononucleares de ser humano (Lopez-

Lépez y col., 2018).

8.9 Clonacion de la separasa, la TAGPIGi, y la flipasa IA de G. intestinalis

Trofozoitos de la cepa WB de G. intestinalis (ATCC® 30957), donada gentilmente
por la Dra. Guadalupe Ortega Pierres del departamento de Genética y Biologia
Molecular del CINVESTAV-IPN fueron cultivados en medio TYIS-33 siguiendo el
protocolo de ATCC. Los trofozoitos se cosecharon una vez que el cultivo alcanzé la
fase logaritmica, los tubos de cultivo se colocaron en hielo durante 20 min, el cultivo
se transfirié a un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugdé por 5 min a 1500 rpm. Los
trofozoitos fueron sometidos a extraccion de DNA mediante el protocolo previamente
establecido por Aljanabi-Martinez (2001). Se verifico la integridad del DNA gendmico
mediante electroforesis en geles de agarosa. Una vez que se disefiaron y se
sintetizaron los iniciadores para los genes identificados para la Flipasa (ATPasa IA) y
los dominios de la caspasa-3 (separasa y TAGPIGi) se estandarizé la reaccion de PCR
punto final para cada gen. Los productos de PCR se purificaron de los geles de
agarosa para la digestion y ligacidén con el vector de expresidn plasmidica, asi como la
secuenciacion (Lopez-Lopez y col., 2018). Se prepararon células competentes de la
cepa E. coli TOP10 y fueron transformadas con 10 yL de la reaccion de ligacion y
cultivadas a 37° C en Agar BHI (del inglés Brain Heart Infusion) suplementado con 100
pMg/mL de ampicilina toda la noche (Quinn y col., 2024). Las colonias transformadas

fueron seleccionadas al azar y cultivadas en caldo BHI suplementado con 100 pg/mL
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de ampicilina y el plasmido recombinante fue purificado mediante la metodologia de
extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina; la presencia del gen fue evidenciado
por PCR (Lopez-Lopez y col., 2018). Los productos de PCR fueron visualizados en gel
de agarosa al 1%. El plasmido recombinante fue utilizado en la reaccion de
transformacion con bacterias E. coli BL21 (DE3) para la induccion de la expresion

recombinante.

8.9 Actividad de flipasas

Una vez que se obtuvo la cepa E. coli BL21 (DE3) transformada con la
construccion recombinante que contiene la region de 621 pb de la Flipasa IA. Se
empled para la induccién de la expresion en medio SOB (Super Optimal Broth)
suplementado con ampicilina a 100 pg/mL una vez que el cultivo alcanzé la DO a 0.6
se agrego el inductor gratuito Isopropilo--D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a 1 mM. La
induccion de la expresion se realizo durante 7 h y se recolecté biomasa cada hora para
determinar la mejor hora para la induccion de la expresion. Al finalizar se recolecto6 la
biomasa a 5000 rpm durante 20 min. Se solubilizaron los cuerpos de inclusion
mediante el protocolo mencionado y se continud con la purificacion de la proteina con

un peso molecular aproximado de 23 kDa que contiene un tag de seis histidinas.
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IX. RESULTADOS

9.1 Analisis de la interaccion GCAD-IGCAD in silico

Se realizo la prediccion de las estructuras de GCAD e IGCAD y se sometieron a
un acoplamiento proteina-proteina para verificar la posible interaccion entre ambas
utilizando el software Cluspro, se selecciond el mejor modelo de los 20 obtenidos
basado en el minimo de energia para su interaccion y el equilibrio electrostatico. Se
observo interaccion en el extremo N-terminal de ambas proteinas como se muestra en
la figura 6 destacado en morado, asi como el centro catalitico predicho previamente
por nuestro grupo de investigacion (Duran-Pérez, 2014). Se observé que los residuos
criticos H307, H312 y K309 de GCAD interactuan con el extremo C-terminal de IGCAD
(P224, E225, K226, R227, R228, K229, H230, 1231, Q232, E233, L234, R235, E237,
R238, V239, G240). Asi mismo, se comprobd el tipo de interacciones entre ambas
proteinas mediante PDB-SUM (Laskowski y col., 2018) las interacciones observadas
fueron no covalentes (fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrofébicas), puentes

de hidrégeno y puentes de sal (Figura 7).
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GCAD-IGCAD

P\

Figura 6. Interaccion GCAD-IGCAD. A) Se muestra el acoplamiento proteina-
proteina entre GCAD-IGCAD. GCAD se muestra en verde, IGCAD en café. Se destaca
el dominio CIDE-N de ambas proteinas en morado, asi como el centro catalitico de
GCAD en rojo. B) Interaccion del centro catalitico de GCAD en el extremo C-terminal
con los residuos H-K-H destacados en naranja con el extremo C-terminal de IGCAD

destacado en morado.
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Puentes de sal
Interacciones no covalentes
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Asp4l .«-—-—. Thrll
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Figura 7. Principales enlaces entre GCAD-IGCAD. A) se destacan las interacciones
entre GCAD e IGCAD entre 25 y 22 residuos de ambas proteinas respectivamente,
que se encuentran situados en el extremo N-terminal. B) Residuos especificos de la
interaccion y sus enlaces. C) Enlaces entre CAD e ICAD del ser humano (figura
construida con base en PDBsum de Laskowski y col., 2017.
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9.2 Purificaciéon de rIGCAD

Se purifico rIGCAD siguiendo el protocolo de purificacion de nuestro laboratorio
por medio de cromatografia de afinidad a metales divalentes, como resultado se
obtuvo una proteina de 43 kDa (Figura 8), coincidiendo con el peso molecular de la

proteina obtenida in silico (42.71 kDa).

40



1 2 3 4

75kDa -
50 kDa - e

37 kDa - W o

l
»

Figura 8. Purificacién de rIGCAD. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2-4:
Purificaciones primera elucién rIGCAD 43kDa.
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9.3 Determinacion de los niveles de IgG a-IGCAD Ag-especificos

La proteina IGCAD recombinante (rIGCAD) fue empleada para la inmunizacion
de ratones de la cepa C/57BL6 de 8 semanas de edad, los ratones fueron inmunizados
con 25 ug de proteina. Se recolectd el suero pre-inmune e inmune para evaluar la
respuesta humoral evocada por la proteina. Posteriormente se realizé la titulacion de
los anticuerpos producidos contra la proteina rIGCAD empleando diluciones de los
sueros a 1:100, 1:500 y 1:1000 (Figura 9). Se observo una reactividad tres veces mayor
en el suero inmune con respecto al suero pre-inmune a una dilucion de 1:100, a
diferencia de lo observado en las diluciones 1:500 y 1:1000 como se puede apreciar
en la figura. Con respecto a cuando se evalud la reactividad de los sueros empleando
como Ag el extracto crudo de G. intestinalis se tuvo tres veces menos reactividad que
con la proteina rIGCAD no obstante, si hay un reconocimiento de la proteina ya que

esta reaccion es mas elevada que con el suero pre-inmune.

42



rGCAD ECGi

5 ¢ INMUNE

0.4+ Y PRE-INMUNE

* 9

o1 0/§\: 0\.——1.
00 T | | 1 | 1
1:100 1:5001:1000 1:100 1:5001:1000

DILUCION

Figura 9. Niveles de IgG especificos a-IGCAD. Los niveles de IgG Ag-especificos
fueron obtenidos mediante ELISA empleando como Ag 20 ug de rIGCAD vy el extracto
crudo de G. intestinalis. En el suero inmune 1:100 se obtuvo 3 veces mas reactividad
qgue en el suero pre-inmune. Con respecto a la reactividad con el extracto crudo de G.
intestinalis se observé mas baja reactividad que con la proteina rIGCAD, pero mas
elevada que el suero pre-inmune.
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9.4 Evaluacién inmunoquimica de riIGCAD

La antigenicidad de rIGCAD se confirmé mediante Western blot empleando el
suero de los ratones inmunizados con la proteina. Como control se utilizé suero de los
ratones inmunizados con PBS. El resultado obtenido es una banda observada con un
peso estimado de 43kDa (Figura 10, panel A), el cual coincide con el peso de la
proteina estimado in silico mismo que se puede apreciar en el carril 2 que corresponde
al suero de los ratones inmunizados con la proteina. Se evalu6 también la respuesta
inmunoldgica humoral evocada por rIGCAD empleando como antigeno el extracto
crudo de G. intestinalis (Figura 10, panel B). Se pudo detectar la presencia de una

banda consistente con el peso molecular de IGCAD.
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9.5 Analisis de la interaccion GCAD-IGCAD in vitro

Para determinar si hay una interaccion entre GCAD-IGCAD in vitro se realiz6é en
ensayo pull down basado en la presencia del tag de seis histidinas con el que fueron
purificadas las proteinas recombinantes, por ello ambas proteinas fungieron como
carnada y el lisado de G. intestinalis como presa. Al emplear la proteina recombinante
de 55 kDa rGCAD como carnada, el anti-IGCAD fue incapaz de detectar la presencia
de IGCAD en la elucion del complejo, lo cual puede ser debido a la interferencia en la
interaccion de la proteina de fusion sumo en el extremo N-terminal de la recombinante
GCAD (Figura 6 A). Por el contrario, cuando se utilizé rIGCAD como carnada si fue
posible detectar la proteina GCAD en la elucién del complejo observando asi una
banda con un peso estimado de 42 kDa que coincide con el peso molecular de GCAD

(Figura 6 B), lo cual sugiri6 una interaccion fisica entre ambas proteinas.
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Figura 10. Evaluacién de la interaccion GCAD-IGCAD in vitro. A) Elucion rGCAD
como carnada. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril2: anti-CAD ser humano;
Carril 3: anti-IGCAD; Carril 4: Blanco PBS-T; Carril 5: Testigo negativo anti-IgG conejo.
B) Elucién rIGCAD como carnada. Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2: anti-

IGCAD; Carril 3: anti-CAD ser humano; Carril 4: Blanco PBST; Carril 5: Testigo
negativo anti-lgG conejo.
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9.6 Identificacion in silico de caspasas-like de G. intestinalis

Para la identificacion de las peptidasas con similitud a las caspasas utilizamos
como base para la busqueda la secuencia aminoacidica de la pro-caspasa-3 de H.
sapiens (GenBank NP_004337.2) para realizar un DELTA-BLAST en el NCBI como
resultado se obtuvo la separasa (GenBank ESU44720.1) y la transaminasa de anclaje
GPI (GenBank XP_001707708.1) de G. Intestinalis (Cuadro 1), quienes presentaron
un porcentaje de identidad del 39% y 31% respectivamente, no obstante se obtuvo un
valor de E en ambos casos mayor a 0, lo que significa que la regidon donde ambas

secuencias fueron alineadas es muy corta pero con alta similitud.
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Cuadro 1. Identificacion in silico de caspasas de G. intestinalis

NCBI Nombre % Cobertura % identidad Valor E
XP_001707751.2 Separasa 13% 39% 0.65
XP_001707708.1 TAGPI 5% 31% 3.5
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9.7 Analisis de dominios conservados de caspasas-l/ike identificadas

En la separasa se observd que contiene el dominio tipo CHAT (del inglés,
Caspase HetF Associated with Tprs), el cual se ha observado esta presente en las
peptidasas del clan CD que incluye las caspasas, ademas del dominio tipo separasa.
Ambos se encuentran en la region 1397 a 1609 de la secuencia aminoacidica que
contiene 1617 aminoacidos. Con respecto a la transaminasa de anclaje GPI
identificada, la herramienta de dominios conservados nos mostré que contiene un
dominio tipo caspasa a lo largo de su secuencia aminoacidica en la region 19-233,
considerando que esta posee 250 aminoacidos, dicho dominio se ha descrito en
homologos a la enzima convertidora de interleucina-1p, conocida mayormente como

caspasa-1 (Ramos-Guzman y col, 2023).

Se predijo la estructura terciaria de ambas proteinas con ayuda de los servidores
en linea phyre2 y con la herramienta RossetaCM de modelaje comparativo de alta
resolucidn. Se obtuvo la estructura completa separasa (Figura 12) que coincide con el
dominio predicho utilizando la base de datos de dominios conservados. De acuerdo
con la prediccion obtenida de SWISS MODEL esta estructura tiene un porcentaje de
identidad del 21.7 % con la separasa de Saccharomyces cerevisiae, 34.45 % con la
separasa de Caenorhabditis elegans y 26.16 con la separasa de H. sapiens. Estos
datos coinciden con la prediccion de Phyre2 (Cuadro 2), donde ademas del porcentaje
de identidad se obtuvo el porcentaje de confidencia, el cual indica que a un porcentaje
mayor al 90% las proteinas comparadas son probablemente homodlogas por la

arquitectura de sus regiones conservadas. Con respecto a la separasa identificada las
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tres proteinas con las que se baso para realizar la prediccion de la estructura terciaria

son separasas Y el porcentaje de confidencia es casi del 100% (Cuadro 3).

Se predijo la estructura de la Transaminasa de anclaje GPI (Figura 13), la
estructura terciaria de esta proteina presenta similitud estructural con las leguminasas
(también conocidas como endopeptidasas de asparagina), caspasas y metacaspasas.
Los datos obtenidos en SWISS MODEL mostraron que esta tenia un porcentaje de
identidad del 23.86 % con la leguminasa de Arabidopsis thaliana. 18.75 % con la
caspasa 6 de Homo sapiens, 14.49 % con la metacaspasa 2 de Trypanosoma brucei
y 13.19 % con la caspasa-3 de H. sapiens (Cuadro 4). Dichos resultados coinciden en
parte con lo obtenido en Phyre 2, donde se observo que también tiene similitud con las
endopeptidasas mencionadas anteriormente, no obstante, el porcentaje de identidad
con las metacaspasas 1y 4 es mayor (24%) en comparacion con las endopeptidasas
de asparagina. La confidencia obtenida fue mayor al 90 % en todos los casos, sin
embargo, por los resultados obtenidos la proteina podria tener funcidn de
endopeptidasa de asparagina y metacaspasa. Mas estudios deberian de realizarse
para analizar mas a profundidad la funcién de esta proteina y si participa en la muerte
celular de G. intestinalis. También se destaca que cada una de estas endopeptidasas

se encuentran dentro del clan CD (Cuadro 4).

50



QALY Q f/ B Separasa G. intestinalis

Separasa H. sapiens

Figura 11. Estructura 3D de la separasa de G. intestinalis. A) Estructura de la
separasa de G. intestinalis obtenida por homologia comparativa, dominio catalitico tipo
caspasa se resalta en morado (residuos 1397-1609). B) Estructura cristalizada de la
separasa de H. sapiens (Yu y col., 2021), dominio catalitico tipo caspasa en cian.
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Cuadro 2. Comparacion de la estructura 3D predicha in silico de la separasa de
G. Intestinalis con modelos 3D de separasas cristalizadas

% Confidencia% de identidad Templado

|99.8 22 Separasa C. thermophilum
|99.6 22 Separasa S. cerevisiae
99.5 30 Separasa C. elegans
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Cuadro 3. Comparacion de la estructura 3D predicha in silico de la TAGPI, G.

Intestinalis con modelos 3D de otras peptidasas del clan CD cristalizadas

.% . % <.je Templado
Confidencia identidad
100 21 Endopeptid_asa de
asparagina

99.5 24 metacaspasa-4
99.2 24 metacaspasa-1
98.6 21 Paracaspasa malit1
98.1 20 Procaspasa-1
98 17 Caspasa-8
97.9 14 Caspasa-3
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Figura 12. Estructura 3D de la Transaminasa de anclaje GPI de G. intestinalis. A.
En azul marino se destaca el dominio catalitico tipo caspasa que incluye los residuos
19-233 de la secuencia de 250 aa. B. prediccion de la estructura terciaria de la
caspasa-3 de Homo sapiens, en rosa se muestra el dominio tipo caspasa de los
residuos 7-247 del total de 247 aa. Se realiz6 la prediccion en Robbeta por modelaje
comparativo y el analisis en Phyre2.
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9.8 Diseno de iniciadores especificos para caspasas-like de G. intestinalis

Para el disefio de iniciadores especificos se empled la secuencia nucleotidica
que codifica para el dominio catalitico tipo caspasa de la separasa y transaminasa de
anclaje GPI mostrados en el cuadro 4. Empleando estos iniciadores se realiz6 una
PCR virtual donde se generaron las amplificaciones con los sitios de restriccion. Se
obtuvo un producto de PCR de 654 pb para la separasa 'y 729 pb para la transaminasa
de anclaje GPI (TAGPI). Los genes fueron digeridos y ligados al vector de expresion
pcDNAG His A. Con base en el disefio de la construccion recombinante se obtuvo una
proteina recombinante para la separasa de 251 aa, 28.18 kDa y pl de 6.56 (Figura 14).
Con respecto a la TAGPI se logr6 una proteina de 263aa, 29.71 kDa y un pl de 6.5

(Figura 15).
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Cuadro 4. Diseiio de los iniciadores especificos para la identificacién de las
caspasas-like

Gen (Acceso Iniciadores Sitio de Tamaio
GenBank) restriccion (pb)
Separasa FSGI-ACT GGATCC BamH

(fragmento) ATGGACAGCGCATTITATAGGTTTC 654
(XM_001707699.2) RSGI-CAT EcoRl
GAATTCGTACTTGGTACTTGAGTCGCC
Transaminasa de FTAGPI-ATC GGATCC BamHI
(XM_001707656.1) RTAGPI-ACA Xbal

TCTAGATGGCAATGCGTCATTTCTG
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|'|3°m"" E|°|°R' MDSAFYRFPFDHSPLFAPETMV'S
' RIHAGAETRIGPQRRFLIDPLGDL
RRTRERMKGLMLELPGNWDGLL
GKVEGGSADSRQPLALLKETAD
GVFFFAGHGCGEAVLPLNSIAEL
QQLPFCLFMGCSSLSHIPIGHRY

BamH| EVGTYQYYSSSPLMLGTLWDGIS

654 pb

1000~

GELDNITAHFMKQWTKGEKGLY
pcDNAS-Separasa orr SCLADAIAESSLRYLVGYSIIIGD
5745 pb SSTKYEFCRYPAQWRPLESRGPFE
EcoRl QKLISEEDLNMHTGHHHHHH*

251a0a/28.18 kDa

Figura 13. Clonacioén in silico del dominio catalitico tipo caspasa de la separasa.
Se obtuvo un producto de PCR de 654 pb (panel A) con los sitios de restriccion para
las enzimas BamHI y EcoRI. La digestion y ligacion tanto del producto de PCR como
del vector pPCDNAG A nos permitié obtener una construccion de 5,744 (panel B) que
adicionara a la secuencia codificante para la proteina un tag de 6 histidinas que
permitira la purificacion de la recombinante como se muestra en el panel C.
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BamHI Xbal MTVLLGVDTSRAFWDSRHYVDIATIDSTLM
B g NSGLIDKSILLY ANDPTHSWLQLNSNFRNAI
HQVIHPHELSPERFLRFLSVELWDTASLPQV

729 pb DTLVLYFAGHGSPGFIRFQDSSILYKQSLER

VLYALKGAGRFTYLCILVDSCHAASFIDILQ
GESWYVGISSSMKNESSYSAFSDPVIGIPHI
DRFSLALSLVNLSHYQNFTGLLLADEFSFKHL

BamHI LSHPLIVGNGSLWFRNDALPSRGPFEQKLIS

EEDLNMHTGHHHHHH*

5000

1000~

pcDNA4-TAGPI

5781 pb 2630a/29.71 kDa

Figura 14. Clonacioén in silico del dominio catalitico tipo caspasa de la TAGPI. Se
obtuvo un producto de PCR de 729 pb (panel A) con los sitios de restriccion para las
enzimas BamHI y Xbal. La digestion y ligacion tanto del producto de PCR como del
vector pPCDNAG A nos permitidé obtener una construccion de 5,781 (panel B) que
adicionara a la secuencia codificante para la proteina un tag de 6 histidinas que
permitira la purificacion de la recombinante como se muestra en el panel C.
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9.10 Identificacion inmunoquimica de las caspasas 3-like

Se logré la deteccion de proteinas en el extracto proteico de G. intestinalis. Se
utilizé el anticuerpo dirigido contra caspasa-3 de H. sapiens, una de ellas es una
proteina de aproximadamente 50 kDa y la otra de alrededor de 150 kDa. De acuerdo
con el analisis in silico realizado previamente donde se busco identificar ortdlogos de
caspasa-3, se lograron identificar las proteinas observadas en los cuadros 2, 3 y 4,
donde se destacan la separasa y la transaminasa de anclaje GPI que tienen dominio
catalitico tipo caspasa. De las proteinas detectadas con el Western blot la unica que
podria coincidir en peso molecular es la separasa de 178 kDa, la que se observo de
mayor intensidad (50 kDa) podria tratarse de otra proteina que fue imposible detectar

in silico (figuras 14, 15y 16).
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Figura 15. Deteccion de las proteinas tipo caspasa-3 en G. intestinalis. Carril 1.
Marcador de peso molecular (BioRad). Carril 2: anti-caspasa-3 de ser humano. Carril
3: a-IgG de conejo. Carril 4: PBS-T.
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9.11 Identificacion in vitro de las caspasas-3-like

A partir de la biomasa recolectada se extrajo DNA gendmico de G. intestinalis
mediante el protocolo previamente establecido por Aljanabi & Martinez, (1997). EI DNA
extraido fue visualizado en un gel de agarosa al 1 % tefido con SYBR™ Gold, como
se describié en el apartado de materiales y métodos, obteniendo como resultado una
banda integra de peso molecular consistente con el tamafo del DNA genomico de G.

intestinalis de 11Mb (Figura 17).
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Figura 16. DNA gendmico de G. intestinalis. Carril 1: Marcador de peso molecular
de 1 a 10 kb. Carril 2: DNA gendmico G. intestinalis.
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9.12 Clonacion de las proteinas tipo caspasa-3 de G. intestinalis

Se clonaron las regiones de los genes que codifican para la region del dominio
catalitico tipo caspasa de la separasa y la transaminasa de anclaje GPI (TAGPI) de G.
intestinalis empleando los iniciadores especificos disefiados. Se obtuvo un fragmento
con un tamafio estimado de 654 pb para la region de la separasa y 729 pb para la
TAGPI (Figura 18) que fue visualizado en un gel de agarosa al 1.7 % tefiido con
SYBR™ Gold, que coincide con los resultados obtenidos in silico. Ademas, posee
sitios de restriccion especificos para digestion y ligacidn con el vector de expresion
plasmidica. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados (registro de

GenBank TAGPI de G. intestinalis PP578664.1). Asimismo, se logré la purificacion

del vector de expresion.
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Figura 17. Clonacion de las regiones cataliticas tipo caspasa de la separasa y de
la transaminasa de anclaje GPI (TAGPI) de G. intestinalis. Carril 1y 2.: Eluciones 1
y 2 de la regién de 654 pb de la separasa (Tm 65 °C). Carril 3: Marcador de peso
molecular mid range (Jena bioscience). Carril 4 y 5: Eluciones 1 y 2 de la regién de
729 pb de la TAGPI (Tm 56 °C). Carril 6: Marcador 1-10 kb (Jena bioscience). Carril 7
y 8: Eluciones 1y 2 pcDNA™6/myc-His A.
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9.13 DNA recombinante de caspasa-3, separasay la TAGPI

Los productos de PCR de los dominios de las proteinas tipo caspasa-3 fueron
clonados, digeridos y ligados al vector. La construccion fue visualizada como una
banda de un tamafno aproximadamente de 5.745 Kb para la separasa 'y 5.781 kb para
la TAGPI consistente con lo predicho in silico. Ya que fueron visualmente mas grandes
que el vector vacio sin digerir. Como control negativo se empled el plasmido vacio y
sin digerir, observado como una banda de un tamafno 5 Kb (Figura 19), asi como una
muestra de reaccion sin la ligasa, donde se pueden observar las bandas

correspondientes al amplicon y plasmidos digeridos.
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Figura 18. Construccion recombinante de las regiones cataliticas tipo caspasa
de la separasa y de la transaminasa de anclaje GPI (TAGPI). Carril 1: Vector
pcDNA6mycHis6 A digerido (EcoRl'y BamHI|). Carril 2: Region de la separasa digerida
(EcoRI'y BamHl). Carril 3: Control negativo de ligacidn separasa; Carril 4: Ligacion
separasa 5745 pb; Carril 5. Marcador de peso molecular 1-10 kb (Jena bioscience).
Carril 6: Ligacion TAGPI 5.781 kb. Carril 7: Control negativo de ligacion TAGPI. Carril
8: TAGPI digerida (Xbal y BamHl]). Carril 9: Vector pcDNA6mycHis6 A digerido (Xbal
y BamH]). Carril 10: Vector pcDNA6mycHis6 A sin digerir.
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9.14 Transformantes de los dominios cataliticos de caspasa-3, separasa y de la
TAGPI de G. intestinalis

La construccién fue empleada para la transformacién de una cepa de E. coli
TOP10 y BL21(DE3) para la propagacion del plasmido y expresion recombinante del
dominio catalitico tipo caspasa de la separasa, respectivamente. Las células
transformadas se propagaron en medio TSA suplementado con ampicilina, y posterior
al desarrollo de colonias transformantes, se seleccionaron de 8 de ellas al azar, las
cuales fueron verificadas como portadoras del fragmento génico mediante PCR, no
obstante, fue imposible la deteccion de colonias positivas con la construccion
separasa-pCDNAG. Estas colonias fueron propagadas y almacenadas a -80°C para su

posterior verificacion (Figura 20 y 21).
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Figura 19. Transformantes con el gen de la separasa. A) Colonias E. coli TOP10 y
BL21 (DE3) (B) transformadas con la construccion separasa-pcDNAG6 en medio TSA
suplementado con 100 ug/mL de ampicilina.
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Figura 20. Producciéon recombinante del dominio catalitico tipo caspasa de la
separasa A) DNA recombinante de las colonias de E. coli TOP10y BL21(DE3). Carril1:
Marcador de 1 a 10 kb. Carril 2-5: Colonias E. coli TOP10. Carril 6: Colonia E. coli BL21
(DE3) 1 B) DNA recombinante de las colonias de E. coli BL21(DES3). Carril 1: Marcador
1 a 10 kb. Carril 2: E. coli BL21 (DE3) colonia 2 C) Analisis de colonias transformantes.
Carril 1: Marcador mid range (jena bioscience). Carril 2: Blanco H20. Carril 3: Control
positivo gDNA de G. intestinalis. Carril 4: E. coli BL21 (DES3) colonia 1. Carril 5: E. coli
BL21 (DES3) colonia 2. Carril 6: E. coli BL21 (DE3) colonia 3. Carril 7: E. coli TOP 10
colonia 1. Carril 8: E. coli TOP 10 colonia 2. Carril 9: E. coli TOP 10 colonia 3. Carril
10: E. coli TOP 10 colonia 4.
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La construccién fue empleada para la transformacién de una cepa de E. coli
TOP10 y BL21(DE3) para la propagacion de la construccion y expresion recombinante
del dominio catalitico tipo caspasa de la TAGPI, respectivamente. Las células
transformadas se propagaron en medio TSA suplementado con ampicilina, y posterior
al desarrollo de colonias transformantes, se seleccionaron 7 de ellas al azar, las cuales
fueron verificadas como portadoras del fragmento génico mediante PCR. Se detecto
una colonia positiva para la construccion pCDNA6-TAGPI de 5.781 kb que
corresponde a la colonia 3 de la cepa E. coli BL21(DE3). Posteriormente se utilizo esta
construccion para la transformacion de E. coli TOP10, donde de igual manera se
verificod por PCR la presencia de la TAGPI en la construccion. Estas colonias fueron

propagadas y almacenadas a -80°C para su posterior verificacion (Figura 21 y 22).
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Figura 21. Transformantes con el gen TAGPI. A) Colonias E. coli TOP10 y BL21
(DE3) (B) transformadas con la construccion TAGPI-pcDNA6 en medio TSA
suplementado con 100 pg/mL de ampicilina.
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Figura 22. Produccion recombinante del dominio catalitico tipo caspasa de la
TAGPIGi. A) rDNA de las colonias E. coli TOP10 y BL21(DE3) aisladas. Carril 1:
Marcador 1-10 kb; Carril 2: E. coli TOP10 colonia 1 TAGPI; Carril 3: E. coli TOP10
colonia 3 TAGPI; Carril 4: E. coli TOP10 colonia 4 TAGPI; Carril 5: E. coli TOP10
colonia 5 TAGPI; Carril 6: E. coli BL21 (DE3) colonia 1 TAGPI; Carril 7: E. coli BL21
(DE3) colonia 2 TAGPI; Carril 8: E. coli BL21 (DE3) colonia 3 TAGPI. B). Analisis por
PCR de colonias transformantes TAGPIGi. Carril 1: Marcador; Carril 2: Blanco agua;
Carril 3: Control positivo DNA genomico G. intestinalis; Carril 4: Control negativo
pcDNAG; Carril 5: E. coli TOP 10 1 pcDNA-TAGPI; Carril 6: E. coli TOP 10 3 pcDNA-
TAGPI; Carril 7: E. coli TOP 10 5 pcDNA-TAGPI. Carril 8: E. coli BL21(DE3) 1 pcDNA-
TAGPI; Carril 9: E. coli BL21(DE3) 2 pcDNA-TAGPI; Carril 10: E. coli BL21(DE3) 3
pcDNA-TAGPI.
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9.15 Identificacion in silico flipasas de G. intestinalis

Con el objetivo de identificar las proteinas ortélogas de flipasas en el protozoario
parasito G. intestinalis, empleamos como base para la busqueda las secuencias de
referencia de las flipasas ATP11A y ATP11C de Homo sapiens. Se obtuvieron 3
flipasas 1A'y 2 |IIB como se observa en el cuadro 5. Presentaron un porcentaje de
cobertura alrededor del 90%, y tuvieron porcentajes de identidad menores al 40%. Se
ha reportado que las secuencias que presentan un porcentaje de identidad mayor al
40% se consideran homologas, aunque este criterio depende de la longitud de las
secuencias también. Sin embargo, debido a que estas secuencias presentan dominios
funcionales altamente conservados similares a los descritos en otras flipasas se

considera que son probablemente homadlogos.
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Cuadro 5. Identificacién in silico de flipasas de G. intestinalis

NCBI

XP_001710085.1

XP_001705456.1

XP_001704967.1

XP_001704293.1

XP_001707954.1

Nombre

ATPasa lA,
putativa

ATPasa lA,
putativa

ATPasa lA,
putativa

ATPasa lIB,
putativa

ATPasa lIB,
putativa

% Cobertura

90%

90%

89%

87%

85%

% ldentidad

30.06%

19.94%

25.03%

22.36%

25.66%

E

3E-81

2E-97

1E-
112

9E-29

1E-84
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9.16 Analisis filogenético de las flipasas de G. intestinalis

Las secuencias de las 14 ATPasas (también denominadas flipasas) humanas
descritas hasta el momento, las identificadas en G. intestinalis y en otros protozoarios
como como Entamoeba histolytica, A. castellanii, Naegleria fowleri, T. cruzi, L. infantum
y Trichomonas vaginalis fueron utilizadas para realizar un alineamiento multiple de
secuencias y se genero un arbol filogenético (Figura 24). El alineamiento multiple de
secuencias nos mostré los dominios implicados en la fosforilacion (DKTGT) y
desfosforilacion (DGET), estos coinciden con los observados en las flipasas de Homo
sapiens. Con ayuda de los servidores en linea CASCLEAVE y PEPTIDE CUTTER se
predijeron los sitios de reconocimiento para caspasas. Se observé que la ATPasa IA
de G. intestinalis (XP_001705456.1) coincide en un sitio de reconocimiento de
caspasas (RAND 527-530), ademas, estos sitios no concuerdan con los predichos in
silico en las flipasas de G. intestinalis. Las ATPasas P4 son unicas porque translocan
fosfolipidos a través de las membranas plasmaticas. El genoma humano codifica 14
flipasas que se organizan en cinco clases, cada clase tiene multiples miembros: Clase
1a (ATP8A1, ATP8A2); Clase 1b (ATP8B1, ATP8B2, ATP8B3, ATP8B4); Clase 2
(ATP9A, ATP9B); Clase 5 (ATP10A, ATP10B, ATP10D); y Clase 6 (ATP11A, ATP11B,
ATP11C) (Paulusma y Elferink, 2010; Van Der Mark et al., 2013). En contraste, la
levadura Saccharomyces cerevisiae contiene cinco P4-ATPasas (Drs2p, Neo1p,
Dnf1p, Dnf2p, Dnf3P). Se observo en el arbol filogenético en comparacién con las
ATPasas de Homo sapiens, que las flipasas de G. intestinalis comparten un ancestro
en comun con las ATPasas-P4 de la clase 2 (ATP9A y ATP9B) especificamente las
flipasas IIB (XP_001707954), IA (XP_001704967) y IIB (XP_001704293) como se

puede observar en el arbol filogenético.
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B0OTSTRAP ATP9B H. sapiens

.- —1_ AIP9AH. sapiens

o XP_001707954 ATPasa lIB G. infestinalis
o XP_001704967 ATPasa |A G. intestinalis
o XP_001704293.1ATPasa lIB G. intestinalis
o ATPasa putativa E. histolytica HM3 IMSS
o XP_001705456.1 ATPasa IA G. intestinalis
o XP_001710085.1 ATPasa IA G. intestinalis
B =« - ATPasa T. vaginalis

= ATPasa I. cruzi CL Brener

[ AlPasa L. infantum

[ RS AT11C H. sapiens

AT11A H. sapiens
Al11B H. sapiens

- AT10B H. sapiens
AT10D H. sapiens

- AT10A H. sapiens
ATBAI H. sapiens
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Proteina hipotética N. fowleri
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Figura 23. Andlisis filogenético de flipasas de G. intestinalis
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9.17 Modelado 3D de las flipasas de G. intestinalis

Se empled la secuencia aminoacidica de cada una de las flipasas de G.
intestinalis previamente mencionadas para la prediccidn de la estructura terciaria, para
lo cual se utilizé Robbeta (https://robetta.bakerlab.org/), mediante la herramienta de
modelaje comparativo, como base se utilizd la estructura cristalizada de DRS2 de
Saccharomyces cerevisiae. Después, los dominios estructurales fueron analizados en
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?disopred=1), se predijo la region
consistente con las hélices transmembranales, regiones extracelulares y
citoplasmaticas. Las secuencias fueron editadas en UCSF Chimera. Los tres dominios
citoplasmaticos involucrados en el ciclo catalitico de las flipasas fueron detectados en
la secuencia aminoacidica de las flipasas de G. intestinalis: el dominio N se une a ATP;
la fosforilacion o dominio P contiene el residuo de acido aspartico (D) dentro del motivo
DKTGT conservado que sufre fosforilacion transitoria; y el actuador o el dominio A
tiene el motivo DGET (TGES en Ca2* -ATPase y Na* / K* -ATPase) que facilita la
desfosforilacion del intermediario fosforilado (Lenoir et al., 2009; Coleman et al., 2012).
El dominio de membrana o el dominio M sirve como via para la translocacion de
sustratos lipidicos a través de las membranas celulares y se predice que contiene 10
hélices transmembranales fue detectado también logrando asi detectar la localizacion
subcelular de las flipasas, a excepcidn de la ATPasa |IB (XP_001707954) que presentd
11 hélices transmembranales. (Figura 25). En la prediccidn de la estructura terciaria
de las flipasas de G. intestinalis estos dominios fueron observados. No obstante, los
sitios de reconocimiento para caspasa no se localizaron en el dominio N en todas las

estructuras de Giardia en comparacion con ATP11Ay ATP11C (Figura 26), solamente

78



la ATPasa IA (XP_001705456.1) y la ATPasa IIB (XP_001707954.1) se ubicaron en

este dominio (Figura 25).
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- Hélices transmembranales

|:| Dominio citoplasmatico A ("actuador")
[ sitio de fosforilacién (DKTG)

- Sitio de desfosforilacion (DGET)
|:| Dominio de unién a nucleétidos N
- Regioén extracelular

- Sitio de reconocimiento de caspasa

Figura 24. Analisis estructural de los dominios conservados de la flipasas de G.
intestinalis



ATPasa IA G. intestinalis

Figura 25. Comparacion estructural de flipasas de G. intestinalis
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9.18 Clonacion y expresion recombinante de la flipasa IA de G. intestinalis

Se clond la region que codifica para el dominio A de la flipasa IA de G. intestinalis
empleando los iniciadores especificos disefiados. Se obtuvo un fragmento con un
tamano estimado de 621 pb (Figura 27A). El fragmento fue visualizado en un gel de
agarosa al 1.7 % tefido con SybrGold, que coincide con los resultados obtenidos in
silico. Ademas, tiene sitios de restriccion especificos para digestion y ligacion con el
vector de expresion plasmidica. Los productos de PCR fueron purificados para su
posterior procesamiento. El producto de PCR de la Flipasa IA fue clonado, digerido y
ligado al vector. La construccidon recombinante (rDNA) fue empleada para la
transformacion de una cepa de E. coli TOP10 (Figura 27B) para la propagacion del
plasmido. Las células transformadas se propagaron en medio SOB-amp, y posterior al
desarrollo de colonias transformantes, se seleccionaron de 6 de ellas al azar, las
cuales fueron verificadas como portadoras del fragmento génico mediante PCR (Figura
27C). Estas colonias fueron propagadas en un mayor volumen de medio SOB-amp.
De la biomasa se extrajo el rDNA, y con él se realizo la transformacion de la cepa E.
coli BL21 (Figura 27D) para facilitar su posterior expresion recombinante. De nueva
cuenta, la presencia del gen de la flipasa 1A fue confirmada por PCR, al detectar el
producto de 621 pb tanto en el genoma de G. intestinalis, como en 6 clonas

seleccionadas al azar (Figura 27E).
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621

< 621

Figura 26. Clonacién y construccion recombinante de la Flipasa 1A de G.
intestinalis. A) Clonacion de la flipasa 1A. Carril 1: Marcador molecular 100 pb; Carril
2-4: Amplicon de 621 pb de la flipasa 1A flecha roja (Tm 60 °C, 62 °C y 65 °C
respectivamente). B) Placa de cultivo representativa de transformantes E. coli Top10
con el rDNA (pcDNAG6-Flipasa 1A), en agar SOB-amp. C) Confirmacion de la presencia
del gen de la flipasa 1A en las transformantes. Carril 1: Marcador molecular de 100 pb;
Carril 2: gDNA G. intestinalis; Carril 3-8 colonias 1 al 6 portadoras del gen Flipasa IA.
D) Placa de cultivo representativa de transformantes E. coli BL21 con el rDNA
(pcDNAG-Flipasa 1A), en agar SOB-amp. E) Confirmacion de la presencia del gen de
la flipasa 1A en las transformantes. Carril 1: Marcador molecular de 1 kb; Carril 2:
control negativo sin DNA; Carril 3 gDNA de G. intestinalis; 4-8 colonias 1 al 6
portadoras del gen Flipasa |A: amplicon de 621 pb de la flipasa 1A flecha roja.

83



Una colonia fue seleccionada para le expresion piloto recombinante y llevada a
fase logaritmica y se indujo la expresion recombinante con IPTG por 7 horas, el
resultado se visualizé en electroforesis SDS-PAGE al 12 %, en el cual se puede
observar la expresidon de la proteina cada hora (Figura 28). El resultado consistio en
una gama de proteinas de las cuales una resalta por el aumento de expresion al pasar
el tiempo y un tamafo aproximado de 23 kDa que concuerda con los datos obtenidos
in silico. Pudimos determinar que la hora 4 era la Optima para la expresion

recombinante de la flipasa IA.
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Figura 27. Expresion piloto recombinante de la Flipasa IA. Cinética de expresion
procarionte, de la flipasa IA de Gi de ~23 kDa (flecha roja). En el carril 1: Marcador de
peso molecular; Carriles del 2 al 9, extractos proteicos obtenidos de la transformante
a diferentes horas (de 0 a 7h) postinduccion.
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9.19 Purificacién de la Flipasa IA

Se purifico la regién de la Flipasa que consiste en el dominio A de la proteina
siguiendo el protocolo de purificacion de nuestro laboratorio por medio de
cromatografia de afinidad a metales divalentes, como resultado se obtuvo una proteina
de 23 kDa (Figura 29), los cuales coinciden con el peso molecular de la proteina
obtenida in silico, no obstante, aun es necesario continuar con la estandarizacion de

la purificacidn para obtener una mejor visualizacion de la proteina.
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Figura 28. Purificacion Flipasa IA. Carril 1: Marcador; Carril 2: Elucion 1; Carril 3:
Elucion 2 sobrenadante; Carril 4: Elucion 1 pellet; Carril 5: Carril 5: Elucion 2 pellet.
Observandose una banda de ~23kDa.
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X. DISCUSION

10.1 Evaluacion de la interaccion IGCAD.GCAD in silico e in vitro

Nuestro grupo de investigacion se enfoco en estudiar la cascada de sefalizacion
de la apoptosis en G. intestinalis, el blanco natural consistio en la identificacion de la
via de sefalizacion independiente de mitocondrias, logrando identificar mediante
inmunoprotedmica a la endonucleasa GCA,D la cual se defini6 como una
endonucleasa ortdloga a CAD (Duran-Pérez, 2014). La endonucleasa CAD en
mamiferos y otros metazoarios se encuentra asociada con su inhibidor (ICAD)

formando un complejo heterodimérico. (Dhanasekaran & Reddy, 2017).

Basandose en esta premisa y en que se hipotetizo que GCAD presenta el
extremo amino terminal al igual que su inhibidor, que incluye al dominio CIDE-N,
nuestro grupo de investigacion identifico el inhibidor de la endonucleasa GCAD
(IGCAD), se clond y se expreso de manera recombinante. Se obtuvo una proteina de
43 kDa que contiene un tag de 6 histidinas para su purificacion. Por ello en este
proyecto de investigacién se propuso poner en evidencia la interaccion de IGCAD con
GCAD. Se inici6  con la purificacion de IGCAD mediante cromatografia de afinidad
a metales divalentes, se obtuvo una proteina con un peso molecular estimado de 43
kDa. Estos resultados coinciden con el analisis in silico (Villa-Medina., 2019) donde se
estimaba que se obtendria una proteina con un peso molecular teérico de 42.71 kDa.
Ademas, difieren de lo reportado por Widlak y cols., 2003 quienes expresaron y
purificaron ICAD del ser humano en un sistema heter6logo con E. coliy obtuvieron una
proteina de 45 kDa fusionada con el tag de 6 histidinas, esto debido a sus diferencias

en la longitud de la secuencia aminoacidica.

Subsecuentemente, rIGCAD fue dializada y empleada para la inmunizacién de
ratones de la cepa C57BL/6, se obtuvieron anticuerpos especificos anti-IGCAD y se
llevé a cabo la determinacion de los niveles de IgG mediante ELISA. Se observo que
los anticuerpos tuvieron mayor reactividad a una dilucion 1:100 que con las diluciones
mayores del suero inmune (1:500 y 1:1000). Ademas, se obtuvo una reaccion
antigeno-anticuerpo tres veces mayor con la proteina recombinante que con el extracto

crudo de G. intestinalis. Estos resultados son similares a los de Garzén y cols., 2020,
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quienes generaron anticuerpos policlonales contra aislados de G. intestinalis cepa GS
al emplear una menor dilucién de los anticuerpos (1:10) y concentraciones mas altas
de antigeno (200 pg), por lo que se confirmd la respuesta humoral evocada por la
proteina rIGCAD.

Alternativamente se realiz6 un Western blot para confirmar la respuesta
inmunoldgica humoral evocada por la proteina rIGCAD antigeno-especifica. Se logré
la deteccion de la proteina rIGCAD empleando los sueros inmunes, observando asi
una banda marrén de 43 kDa, a diferencia de cuando se utilizo el suero inmune y el
suero control donde no se logré la deteccién de una banda consistente con el peso de
riIGCAD. Asimismo, se reveld IGCAD en el lisado de G. intestinalis observando asi una
banda con un peso estimado de la proteina. Estos resultados son similares a lo
reportado por Widlak y cols., 2003 quienes produjeron anticuerpos anti-ICAD de ser
humano y evaluaron su reactividad en lineas celulares (HeLa y HL60) observando
bandas consistentes con el peso molecular de ICAD 45 kDa y otras subunidades con
un peso aproximado de 35 kDa.

Para evidenciar la posible interaccion de GCAD con IGCAD se llevaron a cabo
estrategias in silico in vitro. Para la primera se realizdé un docking proteina-proteina
donde logramos observar interaccion entre ambas proteinas principalmente en la
region amino terminal de ambas donde previamente se habia identificado el dominio
CIDE conservado en CAD e ICAD de ser humano. Por otro lado, observamos
interaccidn entre el centro catalitico de GCAD con el extremo C terminal de IGCAD,
para investigar el tipo de interacciones posible encontradas fueron interacciones no
covalentes, puentes de hidrogeno y puentes salinos, lo cual concuerda con lo
reportado con Zhou y col. en 2001 quienes reportaron este tipo de interacciones entre
CAD e ICAD de ser humano.

Para evidenciar la interaccion in vitro empleamos un ensayo pull down, basado
en la presencia del tag de histidinas en las recombinantes generadas de GCAD e
IGCAD, que fueron independientemente empleadas como carnadas. Como resultado
observamos interaccion fisica entre IGCAD y GCAD en el extracto de G. intestinalis
confirmando asi la posible interaccion, a diferencia cuando se utilizé a rGCAD como
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carnada donde no fue posible la deteccién de IGCAD en el lisado de G. intestinalis, lo
cual pudo ser debido a la proteina de fusion presente en la recombinante de GCAD en

el extremo N-terminal.

10.2 Identificacidn in silico e in vitro de proteinas tipo caspasa en G. intestinalis

Se ha reportado que las caspasas entre sus multiples proteinas diana pueden
regular la exposicidn de la fosfatidilserina al inactivar por escision las flipasas ATP11A
y ATP11C en H. sapiens permitiendo asi la activacion de escramblasas (XKR8
principalmente), este mecanismo se ha asociado con caspasa-3 principalmente
(Nagata y cols., 2020). En G. intestinalis la muerte celular regulada se ha reportado
observando una de las caracteristicas morfolégicas distintivas como es la exposicion
de la fosfatidilserina (Bagchi y cols., 2012) y para determinar si las flipasas son
reguladas por una proteina ortélogo a caspasas en G. intestinalis, en este trabajo se
propuso también la busqueda in silico y posterior identificacidon in vitro de proteasas
con actividad similar a las caspasas. Como base para la identificacion de caspasas-
like se utilizd la secuencia de la pro-caspasa-3, se logré obtener dos proteinas la
separasa y la transaminasa de anclaje GPI, ambas pertenecientes al clan CD grupo al
que pertenecen las caspasas (Jeong y cols., 2020). Se obtuvo un porcentaje de
identidad del 39.47% y 31.25% respectivamente. Se dice que un porcentaje de
identidad mayor al 40% entre dos secuencias se considera que podrian ser posibles
homologos, en este caso el porcentaje es menor al 40% y aunque el porcentaje de
cobertura también es menor del 13 y 5% respectivamente, las regiones de las
secuencias donde presentan similitud son pertenecientes a dominios funcionales
importantes de las proteinas. Estos resultados son consistentes con lo reportado por
Mottram y cols., 2003 quienes describieron que cada familia del clan CD tiene al menos
un 25% de identidad de secuencia con todas las otras familias y que esta identidad
reside alrededor del sitio activo. Al realizar la deteccion de dominios conservados en
las secuencias de la separasa observamos que esta presentaba un sitio catalitico tipo
caspasa, ademas de un dominio tipo separasa en su extremo carboxilo terminal. Las
separasas han sido descritas por su participacion en la division celular (meiosis y

mitosis) al ser activadas durante la transicion metafase-anafase que resulta en la
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degradacion de sus inhibidores (securina y ciclina B) por la proteina ubicuitina ligasa
(Complejo promotor de anafase) que permite la separacion de las cromatidas
hermanas (Jeong y cols., 2020). Estudios recientes han vinculado la induccion de
apoptosis con las separasas al escindir sustratos como Mcl-1 y BCL a través de la ruta
intrinseca en lineas celulares del ser humano (Hellmuth & Stemmann, 2020). Se
demostré en C. elegans que la separasa (SEP-1) y la caspasa (CED-3) llevan a cabo
funciones compartidas en la division y muerte celular programada (Jeong y cols.,
2020).

Adicionalmente, realizamos la deteccion de los dominios conservados de la
transaminasa de anclaje GPI de G. intestinalis y se detecté un dominio tipo caspasa 1
en los residuos 19 al 233, de los 250 aminoacidos que presenta la proteina. Se predijo
la estructura tridimensional de la proteina. Se observd que la transaminasa tiene
similitud estructural con las leguminasas, metacaspasas, paracaspasas y caspasas.
En especifico se observo que tuvo el 24% de identidad con la metacaspasa 1 de T.
brucei, a pesar de que la similitud encontrada sugiere que provienen de un ancestro
en comun al igual que las otras peptidasas del clan CD, la longitud y la construccién
de sus laminas  beta de la estructura terciaria, muestran que su arquitectura es muy

distinta y por tanto la cascada de sefializacidon en la que podrian participar.

Con base a la probabilidad de que las leguminasas (endopeptidasas de
asparagina), caspasas y metacaspasas sean posibles homologos se logré observar
que la transaminasa GPI es un homdlogo de las leguminasas y de las metacaspasas
al presentar 100 y 99.5% de probabilidad respectivamente, de acuerdo con los
resultados obtenidos de la prediccion de la estructura terciaria. No obstante, la
identidad es mayor con la metacaspasa 1y 4 de T. brucei. Las metacaspasas han sido
distintamente relacionadas con las caspasas al participar en la muerte celular
programada en plantas, levaduras y protozoarios parasitos. Sin embargo, difieren
significativamente de las caspasas debido a que son activadas por calcio, son
peptidasas especificas de arginina y no requieren procesamiento o dimerizacion para
llevar a cabo su actividad catalitica (McLuskey y cols., 2012). En S. cerevisiae la
transaminasa de anclaje GPI tiene una funcion esencial en las modificaciones

postraduccionales con gliglicosilfosfatidilinositol de anclaje a la membrana y comparte
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baja similaridad con las caspasas y contiene la diada catalitica de cisteina-histidina
(Meitzler y cols., 2007). al igual que la transaminasa de anclaje GPI identificada en G.

intestinalis.

No obstante, se tiene muy poca informacién sobre la participacion de la
transaminasa de anclaje GPI de G. intestinalis dentro de la cascada de senalizacion
de apoptosis o bien en las modificaciones postraduccionales al agregar
glicosilfosfatidilinositol como se ha reportado en otros de sus homologos. Por ello en
este trabajo se propuso adicionalmente continuar con el estudio de estas moléculas,
las flipasas involucradas en la exposicion de fosfatidilserina y las separasas. Para tal
fin se realizd el disefo de iniciadores especificos para las secuencias nucleotidicas
reportadas para una region de la flipasa |IA de 644 pb que involucra el dominio A y el
sitio de desfosforilacion, el dominio tipo separasa de 654 pb y la region del gen
completo de la transaminasa de anclaje GPI de 729 pb. Se les agrego en el extremo
5" un sitio de restriccion a cada uno de los iniciadores sentido y anti-sentido para
realizar mutagénesis dirigida. Los genes fueron digeridos y ligados a un vector de

expresion plasmidica in silico para obtener una construccion recombinante.
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10.3 Identificacion in silico e in vitro de flipasas de G. intestinalis

Para continuar con el estudio de la cascada de sefializacion de G. intestinalis se
realizé la busqueda in silico de flipasas en la base de datos del NCBI. Se evidenciaron
5 secuencias consistentes con la flipasas ortélogas de G. intestinales, tres de ellas
identificadas como |A y dos |IB. Estas flipasas presentaron un porcentaje de identidad
menor al 40 % sin embargo, el valor E es menor que 0 y se considera es un
alineamiento significativo, ya que en las regiones donde tienen similitudes pertenecen
a dominios conservados importantes para la funcion de la proteina. Estos resultados
son similares a lo reportado previamente por Villazana-Kretzer., 2008 (Tesis Maestria)
quien identifico in silico e in vitro las flipasas IA (XP_001704967.1 y XP_001705456.1)
de G. intestinalis.

Las secuencias de las 14 flipasas descritas hasta la fecha en H. sapiens, las
descritas en protozoarios parasitos y las identificadas en G. intestinalis fueron
utilizadas para un alineamiento multiple de secuencias y posteriormente para la
construccion de un arbol filogenético, donde pudimos observar que las flipasas
identificadas en G. intestinalis, en especifico la ATPasa IIB (XP_001707954), se
agrupan cercanamente al menos por dos nodos a las flipasas ATP9A y ATP9B de H.
sapiens. Las flipasas ATP9A y ATP9B pertenecen a la clase 2 y son ortélogos de la
flipasa Neo1p en S. cerevisiae que es esencial para el crecimiento celular (Andersen
y cols., 2016), asimismo se ha evidenciado que una parcial de la asimetria de la
membrana plasmatica y exposicion de PS en células HepG2 al eliminar la ATP9A. En
S. cerevisiae la deficiencia del ortdlogo de ATP9A, Neo1, también resulta en la pérdida
de la asimetria de la membrana plasmatica y exposicion de PS y PE (Naik y cols.,
2019). Se ha sugerido que ATP9A tiene una actividad levemente mas alta hacia la
fosfatidilserina y a la fosfatidiletanolamina que con otros fosfolipidos de la membrana
plasmatica y otros organelos del sistema endomembranoso como el aparato de Golgi
(Yen-Chun y cols., 2011).

El alineamiento multiple de secuencias nos permitid identificar los residuos
criticos para la desfosforilacion (DGET para ATPasa IA XP_001704967, ATPasa |IB
XP_001704293.1, ATPasa |I[IB XP_001707954; LTGE para ATPasa IA
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XP_001705456.1; DGES para ATPasa IA XP_001710085.1) y el motivo de
fosforilacién DKTG conservado o dominio P que contiene el residuo de acido aspartico
(D) que sufre fosforilacion transitoria, fue observado en todas las flipasas analizadas
en este trabajo, estos resultados son consistentes lo reportado por Andersen y cols.,
(2016), incluyendo las de los protozoarios parasitos mencionados a excepcion de A.
castellani. El dominio de membrana o el dominio M sirve como via para la translocacion
de sustratos lipidicos a través de las membranas celulares (Vestergaard y cols., 2014)
y se predice que contiene 10 hélices transmembranales, este domino se logro
identificar en la flipasas de G. intestinalis a excepcion de la ATPasa IIB

(XP_001707954) que tiene 11 hélices transmembranales.

Se detectaron también mediante CASCLEAVE sitios de reconocimiento para
caspasas dentro de la secuencia aminoacidica de las flipasas de G. intestinalis. Estos
sitios fueron localizados en la region citoplasmatica de las estructuras tridimensionales
predichas, estos resultados concuerdan con lo reportado por Segawa y cols., (2014)
quienes evidenciaron que las flipasas ATP11A y ATP11C de H. sapiens tiene sitios de
reconocimiento de caspasas en el dominio N de union a nucledtidos, a pesar de que
en el analisis filogenético no se agruparon cercanamente con estas flipasas de la clase
6 (ATP11A, ATP11C y ATP11B).

De las flipasas identificadas in silico se continu6 con la identificacion in vitro de la
flipasa IA (ATPasa XM_001705404) debido a que sus sitios de escision para caspasas
fueron detectados en el sitio de union a nucledtidos al igual que las flipasas ATP11Ay
ATP11C de H. sapiens. Para ello se disefiaron iniciadores especificos para la
clonacion de una regidn de la flipasa IA de G. intestinalis de 644 pb que consisten en
la regién citoplasmatica del dominio actuador A (residuos 24-330) que tiene el sitio de
desfosforilacion (LTGE). Se realizé una PCR punto final y se logré obtener una region
con el peso estimado de 621 pb como se predijo in silico. Estos resultados difieren a
lo reportado por Villazana-Kretzer., 2008 (Tesis Maestria) quien identifico in vitro a la
Flipasa IA de G. intestinalis con el mismo numero de acceso, esto debido a que se
tratd de la secuencia nucleotidica que codifica para el gen completo de la Flipasa. La
clonacion de la Flipasa IA permitira la produccion recombinante de la proteina y

posterior evaluacion durante la apoptosis de G. intestinalis.
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Xl. CONCLUSIONES

11.1 Conclusién general

Este estudio inmunoquimico permiti6 evidenciar la interaccion GCAD-IGCAD,

caspasa-3-like y flipasas dentro de la cascada de sefalizacion de apoptosis de Giardia

intestinalis.

11.2 Conclusiones especificas

1.

Se mostré la interaccidn proteina-proteina mediante interacciones no
covalentes entre IGCAD-GCAD in silico, principalmente en el dominio CIDE-N
al igual reportado previamente en el complejo CAD-ICAD. La interaccion fue

confirmada in vitro mediante pull-down al emplear rIGCAD.

. Las flipasas IA y IIB de G. intestinalis identificadas comparten similitudes

estructurales con flipasas de eucariotas superiores como H. sapiens, ademas,
los sitios diana para caspasas predichos en su secuencia aminoacidica
coinciden con las flipasas ATP11A y ATP11C de H. sapiens, sugiriendo un
mecanismo de regulacion similar.

Se identificaron in silico proteinas tipo caspasas. La separasa identificada in
silico muestra un dominio similar a las separasas y un sitio catalitico tipo
caspasa. A su vez, la transaminasa de anclaje GPI conserva un dominio tipo
caspasa, pero se considera podria tener una actividad similar a las
metacaspasas debido a su estructura.

Se identificaron in vitro proteinas con similitud a la caspasa-3 al ser detectadas
con el anticuerpo anti-caspasa-3 de H. sapiens en G. intestinalis.

Se logré la clonacion de las regiones codificantes para el dominio catalitico tipo
caspasa de la separasa de 654 pb y de la TAGPI de 729 pb.

Se clonod, expreso y purifico la flipasa |IA de G. intestinalis, se obtuvo una
proteina de 23 kDa lo que permitira su posterior evaluacion durante la apoptosis
de G. intestinalis.
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1.

Xll. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Evidenciar la actividad de endonucleasa de GCAD, asi como estudiar la
interaccion GCAD-IGCAD utilizando como carnada GCAD sin una proteina de
fusion.

Identificar la secuencia aminoacidica de las caspasas identificadas
inmunoquimicamente con el anti-caspasa-3 por inmunoprotedmica.

Purificar los dominios catalitico tipo caspasa de la separasa y la TAGPI como
base para la produccion de anticuerpos que permitan continuar con el estudio
de la apoptosis de G. intestinalis, asi como obtener recombinantes con la
secuencia completa de dichas proteinas para evaluar si su actividad enzimatica

es similar a la de caspasa-3.
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