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RESUMEN

Las infecciones parasitarias constituyen uno de los principales problemas de salud publica
en México, la giardiasis es una de estas infecciones causada por el protozoario Giardia

lamblia, que emplea principalmente la glucdlisis para la produccién de energia.

La glucdlisis es una via metabdlica importante para la mayoria de los organismos, incluidos
los protozoarios como Giardia lamblia. Muchos de estos eucariotas primitivos han optimizado
su metabolismo, favoreciendo la glucdlisis para generar ATP en entornos ricos en glucosa

en los que residen.

La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima que participa en la via
de la glucdlisis. Esta enzima utiliza gliceraldehido-3-fosfato como sustrato y durante su
catélisis se forman el cofactor reducido NADH + H* y 1,3-bisfosfoglicerato, un intermediario

esencial para la generacion de energia.

Dada la relevancia de la enzima, el objetivo del presente trabajo fue la caracterizacion
bioguimica de la proteina GIGAPDH-1 y contrastar sus diferencias con la HSGAPDH de Homo
sapiens por alineamiento de secuencia y estructura para considerarla un posible candidato
en el disefio de farmacos. Para ello, se propuso aislar el gen glgapdh-I de Giardia lamblia,
clonarlo y sobreexpresar la proteina. La expresién se hizo en Escherichia coli, y debido a
gue GIGAPDH-I contenia una etiqueta de seis histidinas, fue posible purificarla en un paso
mediante cromatografia de afinidad. La proteina mostré una masa molecular monomérica
de aproximadamente 36 kDa en SDS-PAGE, y la filtracion en gel indic6 que es un tetramero.

La GIGAPDH-I mostré valores 6ptimos de pH 7.7 y temperatura éptima de 35-37 °C.

También se determinaron los parametros cinéticos, y los resultados revelaron que
GIGAPDH-I muestra una cinética de Michaelis-Menten para el sustrato G3P y la coenzima
NAD+, con valores de Km de 0.41 mM y 0.02 mM, respectivamente. El andlisis bioinformético
permitié identificar motivos conservados caracteristicos de las GAPDH, y el modelo 3D
generado de la estructura tetramérica de GIGAPD-I permitié observar la disposicion de un
fragmento conservado (150-ASCTTNCLAP-159) que contiene los residuos cataliticos Ser-

151 y Cys-152, altamente conservados en las GAPDH de otros organismos.

Finalmente, al comparar GIGAPDH-I por alineamiento de secuencia y estructura con la
proteina HsGAPDH, se identificaron motivos conservados caracteristicos de las GAPDH. Sin
embargo, el porcentaje de identidad entre ambas secuencias fue de 59.8% y con base en la

RMSD de 0.895 la similitud estructural entre ambas topologias es baja.
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En conclusién, el presente estudio sirve de base para comprender las propiedades
bioguimicas de GIGAPDH y una posible propuesta futura como candidata para el disefio de

moléculas frente a Giardia lamblia.
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ABSTRACT

Parasitic infections are one of the main public health problems in Mexico. Giardiasis is one
of these infections caused by the protozoan Giardia lamblia, which mainly uses glycolysis for

energy production.

Glycolysis is an important metabolic pathway for most organisms, including protozoans like
Giardia lamblia. Many of these primitive eukaryotes have optimized their metabolism,

favoring glycolysis to generate ATP in the glucose-rich environments in which they reside.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) participates in the glycolysis
pathway. This enzyme uses glyceraldehyde-3-phosphate as a substrate and during its
catalysis, the reduced cofactor NADH and 1,3-bisphosphoglycerate, an essential

intermediary for energy generation, are formed.

Given the relevance of the enzyme, the aim of the present work was the biochemical
characterization the GIGAPDH-I protein and to contrast its differences with HSGAPDH from
Homo sapiens by sequence alignment and structure in order to consider it as a possible
candidate for drug design. For this purpose, it was proposed to isolate the gapdh-I gene from
Giardia lamblia, clone it and overexpress the protein. Expression was done in Escherichia
coli, and because GIGAPDH-I contains a (His)6-tag, it was possible to purify it in one step by
affinity chromatography. The protein showed a monomeric molecular mass of approximately
36 kDa on SDS-PAGE, and the gel filtration experiment indicated that it is a tetramer. The
GAPDH showed optimal values of pH 7.7 and temperature of 35-37 °C.

The kinetic parameters were also determined, and the results showed that GIGAPDH-I
demonstrates Michaelis—Menten kinetics for G3P and NAD* substrates, with Ky, values of
0.41 mM and 0.02 mM, respectively. Bioinformatic analysis allowed to identify conserved
motifs characteristic of GAPDHSs, and the 3D model generated of the tetrameric structure of
GIGAPDH-I allowed us to observe the arrangement of a conserved fragment (150-
ASCTTNCLAP-159) containing the catalytic residues Ser-152 and Cys-153, which are highly

conserved in the GAPDHSs of other organisms.

Finally, when comparing GIGAPDH-I by sequence and structure alignment with the
HsGAPDH protein, conserved motifs characteristic of GAPDHs were identified. However, the
percentage of identity between both sequences was 59.8% and based on the RMSD of 0.895

the structural similarity between both topologies is low.
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In conclusion, the present study serves as a basis to understand the biochemical properties
of GAPDH and its possible future proposal as a candidate for the design of molecules against

Giardia lamblia.
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1 INTRODUCCION

Giardia lamblia es un protozoario que causa una infeccién parasitaria conocida como
giardiasis. Afecta a la mayoria de los mamiferos, incluido el ser humano. Se estima que
aproximadamente 280 millones de personas se infectan cada afo; debido a esta incidencia,
la giardiasis se considera un problema de salud publica [1]. En México, en el afio 2019 se
reportaron 11,304 casos de giardiasis, de los cuales la poblacion femenina fue la mas

afectada por esta parasitosis [2].

Esta enfermedad afecta principalmente a la poblacion pediatrica, aunque también afecta a
pacientes inmunodeprimidos. El dolor abdominal, las nauseas, los vomitos, la diarrea e
incluso la pérdida de peso son las manifestaciones mas comunes de la giardiasis; no
obstante, también se detectan casos asintomaticos [3]. Esta parasitosis se contrae por
contacto directo o ingesta de alimentos y agua contaminada con quistes. El diagnostico
comunmente se realiza mediante un examen de microscopia de heces, sin embargo, G.
lamblia atn es dificil de detectar dado que, el éxito de la deteccion esté relacionado con la
intensidad de la infeccién [4] y la concentracion del parasito en la muestra, relacionada a la
cantidad insuficiente de muestra examinada al total colectado o incluso a una observacion
microscopica no detallada [5],[6], por lo que frecuentemente aparecen diagndsticos

erréneos en la identificacion [6].

El actual tratamiento para la giardiasis es el empleo de nitroimidazoles (metronidazol,
tinidazol, ornidazol, nitazoxanida), derivados de benzimidazoles (albendazol), nitrofuranos
(furazolidona), y antibiéticos como paromomicina en combinaciéon con metronidazol; sin
embargo, algunos estudios han mostrado efectos secundarios para alguno de ellos (como
el metronidazol, considerado cancerigeno) [7],[8]. Se ha reportado resistencia a
medicamentos en Giardia, lo que origina fracasos en el tratamiento para la giardiasis. La
resistencia a los medicamentos no solamente es la causante del fracaso del tratamiento,
también pueden influir otros factores como la reinfeccion, concentraciones insuficientes de

medicamentos administrados o la inmunosupresion [8].

Actualmente, se ha renovado el interés por estudiar y proponer enzimas metabdlicas como
dianas farmacologicas para el disefio de farmacos especificos en el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Se ha identificado que la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) tiene otras propiedades ademas de su papel clave en la
glucolisis. La capacidad de GAPDH para unirse a humerosas matrices extracelulares, la

modulacion de las respuestas inmunitarias del hospedero y un papel en la virulencia ha



llevado a numerosos investigadores a postular gue GAPDH puede ser una buen candidato

para vacuna en la proteccion contra numerosos patdgenos [9].

1.1 Caracteristicas de Giardia lamblia

1.1.1 Taxonomia

El género Giardia se incluyd originalmente en el phylum Sarcomastigophora, subphylum
Mastigophora, clase Zoomastigophorea, orden Diplomonadida y familia Hexamitidae [10].
De acuerdo con un sistema basado en datos genéticos, estructurales y bioquimicos, Giardia
pertenece, al phylum Metamonada, subphylum Trichozoa, clase Trepomonadea y orden
Giardiida [11]. Giardia lamblia también es conocida como Giardia duodenalis o Giardia

intestinalis [12].

Mediante microscopia han podido ser distinguidas seis especies de Giardia, y
caracterizadas mediante la secuenciacioén del gen del ARN ribosomal (ARNr) y de otros
genes de proteinas variables de superficie [18], tabla 1. Dentro de la especie G. lamblia
existen dos grupos genéticos o ensambles patégenos para el ser humano (A y B) que

poseen potencial zoondtico.

Tabla 1. Especies de Giardia, ARN ribosomal [12].

Especies de Giardia Ensambles Niumero de acceso de
GenBank (ARNTr 18s)
Ensamble A (polaco) AF199446 (A2)
([13]- [15]) AB159796 (A1)
X52949 (A1)
Ensamble B (belga) M54878 (Al)
([13]y [14]) U09491 (B)
AF199447 (B)
G. duodenalis AF113898 (BIV)
(intestinalis, lamblia) AF113897 (BIII)
Ensamble Cy D AF113899
([16]y [17]) AF199443 (C)
Ensamble E ([18]) AF113900
Ensamble F ([17]) AF199449 (D)
Ensamble G ([17]) AF199448
AF113901
AF199450
G. agilis - No disponible
X65063
G. muris ([19]) - AF113895
G. psittaci ([20]) - AF473853



Continuacion, tabla 1. Especies de Giardia, ARN ribosomal [12].

Especies de Giardia Ensambles Numero de acceso de
GenBank (ARNTr 18s)
G. ardeae ([21] y [20]) - 717210

U20351

AF006676
G. microti ([22]) - AF006677
AF473852

1.1.2 Filogenia

Los primeros trabajos que investigaron la posicién filogenética de Giardia utilizaron
secuencias de ARN ribosomal y demostraron que Giardia pertenece a un linaje ramificado
cercano a los eucariotas [23]. Estudios filogenéticos posteriores utilizaron, adicionalmente,
otros loci conservados como los factores de elongacion [24] y cinasas dependientes de
ciclina. Esto llevé a la deduccién de que Giardia es el organismo eucariota mas primitivo
[25]. De hecho, la ausencia de mitocondrias, peroxisomas y aparato de Golgi [22] ha
generado muchos problemas en cuanto a su clasificacion y también ha obligado a la

realizacion de multiples andlisis filogenéticos.

1.1.3 Morfologia

Giardia lamblia posee dos morfologias o estadios: trofozoito (forma vegetativa) y quiste
(forma de resistencia e infeccion). El trofozoito tiene forma de pera, con una superficie
dorsal convexa que mide unos 12-15 pym y una anchura de 6-8 um. Posee dos ndcleos
(binucleado), situados en la parte anterior del organismo, y cuatro pares de flagelos, con
simetria bilateral. El quiste tiene forma ovoide, con dimensiones de 8-14 um de largo y 6-
10 pm de ancho [25].

1.1.4 Genoma de Giardia lamblia

Como se menciond anteriormente, cada trofozoito de G. lamblia posee dos nucleos.
Estudios han revelado que cada nucleo tiene la misma cantidad de ARNr [26], de manera

que probablemente los dos contengan la misma informacién de ADN.



El contenido de ADN total es estimado en 1.2 x 10’ pb. Mediante electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE) se identificaron cinco cromosomas en G. lamblia, con tamafios de
1.6 a 3.8 Mb, para un total de 12 Mb en el genoma completo. Estos resultados sugieren que
un trofozoito contiene de 30 a 50 moléculas de ADN 6 de 6 a 10 copias de cada cromosoma.
En reportes anteriores de G. lamblia no se han obtenido secuencias de intrones, por lo que
si existen intrones en el genoma de G. lamblia estos deben encontrarse en un nimero

relativamente pequefio de genes [27].

En cuanto a investigaciones previas sobre expresién génica en este organismo, en un
estudio anterior se analizé el promotor del gen para la a2-tubulina y se compar6 con otros
cinco promotores (a2-giardina, &-giardina, actina, GDH y una proteina de localizacion
nuclear, ran). La expresion de un gen reportero de luciferasa fue cinco veces mayor con el
promotor a2-tubulina que con el promotor de GDH. Adicionalmente, se confirmé la
importancia de secuencias ricas en adenina y timina para modular los niveles de expresion

génica [28].

1.1.5 Ciclo de vida de Giardia lamblia

El ciclo de vida de G. lamblia comprende dos estadios principales: una etapa de trofozoito,
gue coloniza el intestino delgado del hospedero y causa enfermedad, y una etapa de quiste

infeccioso que es resistente en el ambiente.

Después de la ingesta oral de algun alimento contaminado con quistes de G. lamblia, la
pared del quiste se rompe y los trofozoitos se liberan en la parte superior del intestino
delgado [25]. Para la colonizacion del intestino delgado es esencial la unién del disco

adhesivo ventral del trofozoito a las células epiteliales [29].

Los trofozoitos se multiplican por fisibn binaria en el lumen del intestino delgado. La
exposicion a las sales biliares conduce al enquistamiento de los trofozoitos, este proceso
se lleva a cabo de una forma controlada: la glucosa se transforma en N-acetilgalactosamina,
componente de la pared de los quistes y se activa la ruta de la arginina dihidrolasa para
producir energia (ATP) y contrarrestar la disminucion de glucosa. Los quistes producidos
(infecciosos inmediatamente después de la excrecion) pasan a las heces, lo que permite

completar el ciclo de vida del parasito [25], ilustracién 1.



Multiplicacién por fisién
binaria en intestino
delgado

Exquistacion en la parte,
superior del intestino
delgado Trofozoitos en la
mucosa del intestino

delgado

Ingerido Excretado

Quiste
Desintegracion

/ Quiste

Quiste en ambiente externo

llustracion 1 Ciclo de vida Giardia lamblia [29].

1.2 Metabolismo en protozoarios

Los eucariotas segmentan su metabolismo, dividiendo las vias catabdlicas (generadoras de
energia) y anabdlicas (biosintéticas) entre el citoplasma y multiples organulos cerrados por
membranas. En el consumo de carbohidratos, como la glucosa, las células generan ATP a
través de la fosforilacion a nivel de sustrato, utilizando diversos intermediarios catabolicos.
El catabolismo de la glucosa (glucdlisis) es una via citoplasmatica (tanto en procariotas
como eucariotas) que genera una pequefia ganancia neta de ATP, pero en organismos
aerdbicos las mitocondrias son las potencias celulares que oxidan completamente los
sustratos de carbono a CO, utilizando los electrones adquiridos de tales reacciones
catabolicas para generar cantidades mucho mayores de energia, en un proceso llamado
fosforilacion oxidativa [30]. Existen dos tipos de glucdlisis: aerobia y anaerobia; ambas

requieren un total de diez reacciones y se llevan a cabo en le citosol.

La comprension del metabolismo de los protozoarios se ve limitada debido a la incapacidad
de replicar experimentalmente el medio ambiente en que han evolucionado [30],
principalmente organismos primitivos como G. lamblia. El nuevo conocimiento generado
acerca del metabolismo de los parasitos proviene mas bien del uso de enfoques genémicos

comparativos, para producir mapas metabolicos hipotéticos. Por otro lado, hay que tomar
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en cuenta que una cantidad limitada de biomasa puede ser suficiente en la actualidad para
un analisis protedmico, utilizando enfoques modernos de espectrometria de masas. De esta
manera, se puede determinar la expresion temporal de muchas proteinas involucradas en
los procesos bioquimicos durante el ciclo de vida de un parasito [30]. Un ejemplo de
aplicacion de este tipo de enfoque, basado en la biologia de sistemas, es la identificacién
de estrategias metabdlicas distintas utilizadas por los parasitos de la malaria en el

hospedero (mamiferos) y el vector (mosquitos) [31].

Algunos protozoos se replican dentro de las células del hospedero. Aqui, el metabolismo
de la célula huésped puede conducir a ambigledades en la interpretacion de patrones
metabdlicos (sobre todo si se usan metabolitos enriquecidos isotbpicamente para estudiar
las reacciones quimicas en una via metabdlica dada). La presencia de una célula del
hospedero también puede proporcionar complicaciones adicionales para la purificacion o
fraccionamiento de un parasito intracelular [30].

1.2.1 Metabolismo de Giardia lamblia (Glucdlisis)

G. lamblia carece de mitocondrias, y por ende de fosforilacion oxidativa, por lo que los
trofozoitos emplean principalmente la glucdélisis anaerobia y la ruta de la arginina dihidrolasa
(que dependen de la fosforilacion a nivel de sustrato) para la produccién de energia. Sin
embargo, como ya se comentd, esta Ultima ruta se activa exclusivamente durante el

enquistamiento, para contrarrestar la pérdida de energia en dicho proceso [25].

De manera general, el primer paso de la glucdlisis consiste en la fosforilacion del carbono
seis de la glucosa, por una enzima llamada hexocinasa y una molécula de ATP, lo que da
como resultado glucosa-6-fosfato y ADP. En la segunda reaccién, una fosfohexosa
isomerasa cataliza la isomerizacion de glucosa-6- fosfato a fructosa-6-fosfato. En la tercera
reaccion, la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato (PPi) cataliza la transferencia de
un grupo fosfato hasta la fructosa-6-fosfato para dar fructosa-1,6-bisfosfato y Pi; esta
reaccion es irreversible en Giardia. La enzima fructosa-1,6-bisfosfato o aldolasa cataliza
una condensacién alddlica en la cuarta reaccién, para dar dos triosas fosfato:
gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. En la quinta reaccion, una triosa fosfato
isomerasa rapidamente cataliza la reaccién reversible de la dihidroxiacetona en
gliceraldehido-3-fosfato. La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa cataliza, a
continuacion, la oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato. En la séptima

reaccién, la enzima fosfoglicerato cinasa realiza la transferencia de un grupo fosfato del 1,3-



bisfosfoglicerato a una molécula de ADP, para dar 3-fosfoglicerato y ATP. La enzima
fosfoglicerato mutasa cataliza, seguidamente, el desplazamiento del grupo fosfato del C-3
al C-2, para dar 2-fosfoglicerato. En la novena reaccion, la enzima enolasa promueve la
eliminacion reversible de una molécula de agua del 2-fosfoglicerato para dar
fosfoenolpiruvato. El dltimo paso de la glucdlisis es la transferencia del grupo fosfato desde

el fosfoenolpiruvato al ADP, reaccion catalizada por la piruvato cinasa [25], ilustracion 2.

El balance global muestra una ganancia de dos moléculas de piruvato, tres moléculas de
ATP y dos moléculas de NADH+ H* por cada molécula de glucosa consumida. Los
productos finales de la fermentacion de la glucosa en G. lamblia son acetato, etanol,

alanina, diéxido de carbono e hidrégeno [25].

Glucosa

. ATP
Glucocinasa
ADP

Glucosa-6-fosfato

Fosfoglucoisomerasa

Fructosa-6-fosfato

Fosfofructocinasa l: PPRi
Pi

Fructosa-1,6-difosfato

/ Aldolasa \

Dihidroxiacetona fosfato {ummmsssss)  Gliceraldehido-3- fosfato
Triosa fosfato isomerasa
2 NAD+
Pi : 2 NADH + H
Gliceraldehido-3-
fosfate deshidrogenasa

1,3-Bisfosfoglicerato

2 ADP
Fosfoglicerato cinasa :
2ATP

3- Fosfoglicerato

Fosfoglicerato mutasa l

2-Fosfoglicerato

Enolasa l- Hz0

Fosfoenolpiruvato

Piruvato cinasa : ZADP
ZATP

Piruvato

llustracion 2. Via de la glucdlisis anaerobia de Giardia lamblia.



1.2.2 Propiedades de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

En la glucdlisis, la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa cataliza la reaccion de
oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato, es decir lo utiliza como sustrato y durante su catélisis
se forman el cofactor reducido NADH+H" y 1,3-bisfosfoglicerato, un intermediario esencial

para la generacion de energia [32], ilustracién 3.

O A NAD+ NADH + H* OPO#*

HtoH N H- OH
CH; < " CH;
OPO3> (lJP032-

llustracion 3. Reaccion de la GAPDH en la via de la glucdlisis.

La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se consideraba una enzima
de la via de la glucdlisis sin mucho interés; no obstante, recientes investigaciones
demostraron que la GAPDH en células de mamiferos participa en un diverso nimero de
actividades que no estan relacionadas con su funcién en la via de la glucdlisis. Interviene
en la fusibn de membranas, el ensamblaje de microtlbulos, el transporte vesicular y el
mantenimiento de la integridad del ADN. Ademas, recientes estudios demuestran que esta
directamente involucrada en la regulacion de genes transcripcionales, postranscripcionales

y en el mantenimiento de la estructura de la cromatina [33].

En el genoma de G. lamblia hay dos genes que codifican para la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, el gen glgapdh-l1 y glgapdh-Il, sin embargo, no se ha realizado la

caracterizacion bioquimica de las dos proteinas [34],[35].

1.3 Estudios de enzimas metabdlicas como dianas farmacolégicas

Las vias metabdlicas que extraen energia de los compuestos de carbono son esenciales

para la supervivencia de un organismo. Por lo tanto, la inhibicién de las enzimas en estas
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vias representa una estrategia terapéutica potencial para combatir las infecciones
parasitarias. Sin embargo, el alto grado de similitud entre las enzimas del hospedero y del
parasito hace que esta estrategia sea potencialmente dificil. Aun asi, varios medicamentos
existentes para tratar infecciones por parasitos helmintos (gusanos) se dirigen a las
enzimas metabdlicas. Estos incluyen los antimoniales trivalentes que se dirigen a la
fosfofructoquinasa y clorsulén que se dirige a la fosfoglicerato mutasa y fosfoglicerato
quinasa. Se han caracterizado bioquimicamente enzimas glucoliticas de una variedad de

helmintos que son de interés en el desarrollo de posibles vacunas [36].

El uso de enzimas como dianas terapéuticas abarca actualmente una amplia gama de
aplicaciones, que van desde los trastornos digestivos hasta la terapia del cancer. Un estudio
reciente proporcioné informacion sobre las diferencias significativas en el descubrimiento
de motivos, secuencias y el analisis del arbol filogenético de las aminoacil ARNt sintetasas
humanas y las aminoacil ARNt sintetasas de Plasmodium malariae, protozoario que causa
la malaria. Dicha informacion puede proporcionar una base para una exploracién adicional
de las aminoacil ARNt sintetasas de Plasmodium como posibles dianas farmacolégicas,

debido a la importancia de estas enzimas en la supervivencia del protozoario [37].

2 ANTECEDENTES

Se han realizado estudios de las enzimas relevantes en el metabolismo de G. lamblia, con
resultados favorables, como los efectos funcionales y estructurales desencadenados por la
modificacion del aminoacido (aa) no conservado cisteina-222, de la triosa fosfato isomerasa
de G. lamblia (GITIM), aa que al sufrir una modificacién quimica inactiva especificamente a
GITIM. El estudio revel6 que las modificaciones tales como la polaridad, la carga y el
volumen de la cadena lateral en el aa cisteina-222 alteran diferencialmente la actividad, la
afinidad, la estabilidad y la estructura de la enzima. En la estructura cristalogréfica se
observd, que las modificaciones perturban el loop 7, una region de la enzima cuyas
interacciones con el loop catalitico 6 son esenciales para la estabilidad de la GITIM, la unién
del ligando y la catdlisis. Dichos resultados en conjunto con la secuencia de aa de TIM en
diversos grupos filogenéticos indicé que la Cisteina-222 y sus residuos circundantes estan
poco conservados, lo que respaldo la propuesta de que la regién loop 7 podria ser un buen

objetivo para el disefio de farmacos [38].

Otro ejemplo, es el estudio de la caracterizacion bioquimica y modelado estructural de la

proteina recombinante glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), primera enzima de la via
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de las pentosas fosfato de G. lamblia, fusionada con la fosfogluconolactonasa (6PGL). Los
estudios de modelado por computadora revelaron caracteristicas estructurales y
funcionales Unicas, que establecieron claramente las diferencias entre la proteina
G6PD::6PGL de G. lamblia y la enzima G6PD humana, lo que demostré que el modelo

puede usarse para el disefio de nuevos farmacos con actividad antigiardiasica [39].

El primer acercamiento relativo a la enzima GAPDH de G. lamblia, se dio al obtener las
secuencias completas de los dos genes que codifican para esta enzima, el gen gapdh-l y
gapdh-Il. Se observé que la secuencia del gen gapdh-I muestra un marco de lectura abierto
(ORF) que codifica una GAPDH tipica, pero la secuencia de aminoacidos derivada de

gapdh-I1l es diferente a las secuencias tipicas de GAPDH [34].

En analisis posteriores se diferenciaron sus roles funcionales, se cuantificaron las
transcripciones de GIGAPDH (1 y IlI) en el estadio de trofozoito y durante la etapa de
enquistacién de G. lamblia, hibridando con sondas especificas para cada gen (glgapdh-1y
glgapdh-l) el ARNm aislado de ambas etapas. En los resultados, se demostr6é que de las
dos GAPDH presentes en el parasito, GIGAPDH-I se expresa constitutivamente (en ambas
etapas), mientras que GIGAPDH-II solo lo hace durante el enquistamiento. Se realizaron
pruebas complementarias con un mutante knockout Escherichia coli gap y los resultados
sugirieron que GIGAPDH-I es una enzima responsable de la actividad glucolitica en G.
lamblia [35]. Inclusive cuando se midi6 la expresion de la GIGAPDH-I en cepas con
resistencia a compuestos como metronidazol y nitazoxanida, los niveles de los transcritos
fueron altos, otro dato que revela la importancia de su expresion y regulacion en el parasito
[40].

3 JUSTIFICACION

La giardiasis afecta alrededor de 280 millones de personas por afio en el mundo,
observandose a las poblaciones inmunodeficiente y pediatrica como las mas vulnerables
[25]. La transmisién se da faciimente por contacto directo o ingesta de alimentos
contaminados. El diagnostico por el método mas usado y asequible (microscopia) presenta
ciertas dificultades y diagndsticos erréneos, de igual forma requiere de personal altamente
capacitado, el cual se dispone escasas veces en las zonas de prevalencia de esta afeccion.
Debido a la resistencia e inespecificidad de los nitroimidazoles empleados contra esta
parasitosis y en conjunto con el limitado conocimiento de las enzimas implicadas en la

principal via de obtencién de energia de este protozoario, se requiere encontrar nuevas
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dianas terapéuticas para el disefio de farmacos especificos en el tratamiento de esta
enfermedad infecciosa. Previamente se han reportado estudios de la caracterizacion
bioguimica y modelado estructural de enzimas de Giardia lamblia que pueden emplearse
en el disefio de farmacos especificos; asi como estudios que demuestran la importancia de
GIGAPDH-1 como housekeeping glucolitico. Esto permitira que el presente trabajo se
enfoque en la caracterizacion y comprension bioquimica, estructural y en la expresion
heteréloga de la proteina GIGAPDH-I, del gen glgapdh-I de Giardia lamblia, como posible
candidato para el disefio de farmacos.

4 HIPOTESIS

La proteina GIGAPDH-I expresada en E. Coli, tendra un comportamiento cinético de tipo

Michaelis-Menten, con una fuerte afinidad (km<1) por el sustrato gliceraldehido-3-fosfato.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Caracterizar bioquimicamente la proteina GAPDH-I de Giardia lamblia (GIGAPDH-I) y
contrastar sus diferencias con la proteina de Homo sapiens (HsGAPDH) para considerarla

un posible candidato en el disefio de farmacos.

5.2 Objetivos particulares:

1) Realizar un analisis bioinformético y confirmar la diferencia entre las dos secuencias

que codifican para GAPDH en G. lamblia.

2) Evaluar el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de GIGAPDH-I.

3) Determinar los parametros cinéticos (Km y Vmax) de la proteina GIGAPDH-I

4) Generar un modelo tridimensional de la proteina GIGAPDH-I y predecir sus sitios de

union al sustrato G3P y a la coenzima NAD+.

5) Comparar las proteinas GIGAPDH-I y HSGAPDH por alineamiento de secuencia y

estructura.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Equipos

Autoclave

Balanza analitica

Campanas de flujo laminar

Columna de filtracion en gel Sephacryl 200
Espectrofotometro Varian Cary® 50 UV-Vis
Espectrometro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55
Espectropolarimetro Jasco J-810®
Espectropolarimetro Jasco J-8190®

Gel de Biorad (EE. UU.)

Incubadora

Micropipetas

MultiDoc-It Digital Imaging System (UVP, Upland, CA, EE. UU.)
Potenciometro

Resina ProfinityTM imac (Fase estacionaria en la Cromatografia de Afinidad Metalica

Inmovilizada)
Sistema de electroforesis

Sistema FPLC, AKTA (GE Healthcare, EE. UU.)

Sistema NanoDrop

6.2 Microorganismos

6.2.1 Giardia lamblia ATCC 50803 (cepa WB)

Se utilizaron trofozoitos de Giardia lamblia ATCC 50803 (cepa WB), el inoculo de
aproximadamente 1000 células, se cultivd en medio TYI-S-33 suplementado con suero
bovino fetal al 10% (GIBCO Lifetechnologies) y se dejaron crecer a confluencia por 60
horas. A partir de las células crecidas, se contaron 1 x 107 células y se cultivaron en tubos
de vidrio con 9 mL de medio a 37 °C por 72 h. Posteriormente, para recuperar las células,
los tubos con los trofozoitos se colocaron en hielo durante 10 min, seguido de centrifugacion

a 3,500 x g durante 5 min.
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6.2.2 Escherichia coli TOP 10F’ (Thermo Fisher Scientific ®)

La cepa E. coli TOP 10F’ se uso para la propagacion del plasmido pET3a-GIGAPDH-I, por
su alta eficiencia. Se cultivd en medio sélido Luria Bertani (LB) que contenia ampicilina (100
pg/mL), a 37 °C durante la noche. El cribado de las células transformadas se realizo

mediante seleccion por antibiotico.

6.2.3 Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS (Thermo Fisher Scientific ®)

La cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS expresa constitutivamente niveles bajos de lisozima T7,
lo que reduce la expresion basal de genes recombinantes al inhibir los niveles basales de
la ARN polimerasa del bacteri6fago T7. Se usé para expresar la proteina recombinante
GIGAPDH-I de G. lamblia.

6.3 Vector plasmidico

6.3.1 Vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific ®)

Es un vector de clonacion linealizado, que acepta inserciones de 6 pb a 10 kb. Los extremos
5' del vector contienen grupos fosforilo, por lo que no se requiere la fosforilacién de los
cebadores de PCR. Se utiliz6 por protocolo del Instituto Nacional de Pediatria para la

clonacion y conservacion del gen Glgapdh-I.

Bsu15l

llustracion 4. Vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific®).
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6.4 Enzimas comerciales

6.4.1 Enzimas de restriccién

Se utilizaron las enzimas Ndel y BamHI (Thermo Fisher Scientific ®), las cuales son
endonucleasas que enscinde en la secuencia de reconocimiento 5-CANTATG-3’ y 5'-
G"NGATCC-3', respectivamente. Ambas enzimas su utilizaron en la clonacion del gen glgapdh-
| de G. lamblia.

6.4.2 DNasa | (desoxirribonucleasa I) (Thermo Fisher Scientific ®)

Enzima que digiere ADN mono y bicatenario en oligodesoxirribonucle6tidos que contienen
5' fosfato. Se empled en la digestion del ADN después de la extraccion de ARN de G.

lamblia.

6.4.3 Transcriptasa reversa (Thermo Fisher Scientific ®)

Es una enzima empleada en la sintesis de ADNc (ADN complementario) mediante un ARN

monocatenario como plantilla.

6.4.4 ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (Thermo Fisher Scientific ®)

Es una enzima que lleva a cabo la sintesis de la nueva cadena de ADN emparejando los
desoxirribonucledtidos trifosfato con los desoxirribonucledtidos complementarios

correspondientes en el ADN molde. Se us6 en la RT-PCR para la sintesis de ADNCc.

6.5 Oligonucleotidos

Se usaron oligonucle6tidos para amplificar la secuencia codificante de las proteinas
GIGAPDH-I y GIGAPDH-II. Las bases subrayadas indican los sitios de corte de las enzimas
Ndel y BamHI, respectivamente. Las caracteristicas de los oligonucleétidos se obtuvieron
por medio de la herramienta OligoEvaluator™,

(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet), tabla5 y 6.
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Tabla 2. Caracteristicas oligonucleétidos GIGAPDH-I Forward y Reverse, OligoEvaluator ™,

GIGAPDH-I
Forward: 5'-TTACATATGCCTATTCGCCTCGG-3

Cuentade  pg/OD a Longitud m GC% Estructura Dimeros

bases 260 nm (pb) ('C) secundaria
A=4G=4 33.2 23 67.5 47.8 Ninguna No
C=7T=8
Total = 23

Reverse: 5'-TATGGATCCTTAGCAGCCCTTGGAC-3

Cuentade  pg/OD a Longitud Tm GC% Estructura Dimeros

bases 260 nm (pb) (O secundaria
A=5G=6 33.22 25 70.5 52 Débil No
C=7T=7
Total = 25

Tabla 3. Caracteristicas oligonucleétidos GIGAPDH-II Forward y Reverse, OligoEvaluator ™.
GIGAPDH-II
Forward: 5'- CATATGTCGGCCCCGAAG-3’

Cuentade pg/OD a Longitud Tm GC% Estructura Dimeros

bases 260 nm (pb) (C) secundaria
A=4G=5 32 18 66.4 61.1 Débil No
C=6T=3
Total = 18

Reverse: 5'- GGATCCTCACTTAGAAGAGCCGA-3’

Cuentade pg/ODa Longitud Tm GC% Estructura Dimeros

bases 260 nm (pb) (C) secundaria
A=7G=6 30.9 23 66.7 52.2 Débil No
C=6T=4,
Total = 23
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6.6 Reactivos y kits comerciales

6.6.1 Trizol (Invitrogen, EE. UU.) Thermo Fisher Scientific ®

Es un reactivo usado para la extraccion del ARN de los trofozoitos de G. lamblia. El reactivo
es una solucion monofasica de fenol, isotiocianato de guanidina y otros componentes

patentados.

6.6.2 PBS estéril (Thermo Fisher Scientific ®)

Es una solucion salina equilibrada que se utiliza para una variedad de aplicaciones de
cultivo celular, como el lavado de células antes de la disociacion, el transporte de células o
tejidos, la dilucion de células para el recuento y la preparacion de reactivos. PBS esta
formulado sin calcio y magnesio para enjuagar los quelantes del cultivo antes de la
disociacién celular. Se empleo para realizar lavados a las células de trofozoitos

recolectadas.

6.6.3 GelRed® (Nucleic Acid Gel, Biotium, Fremont, CA, EE. UU.)

GelRed® es un colorante para acidos nucleicos fluorescente ultrasensible, se emplea para
tefir ADN y ARN en geles de agarosa o geles de poliacrilamida, reemplaza el bromuro de
etidio, por su mayor poder de deteccidon y menor toxicidad. Se utilizé para tefiir el ADNc del
RT-PCR.

6.6.4 GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific ®)

El kit GeneJET Plasmid Miniprep de Thermo Scientific® utiliza una tecnologia de membrana
a base de silice en forma de una préctica columna de centrifugado. Se usé para recuperar
el ADN plasmidico de células E. coli TOP 10F'.

6.6.5 Azul de Coomassie coloidal (R-250) (Sigma-Aldrich)

El Azul de Coomassie coloidal es un colorante del tipo trifenilmetano aniénico, que se une
de forma no covalente a los residuos de histidina, arginina y lisina de las proteinas; el limite
de deteccion es 1 ug de proteina por punto. Se empled para tefiir los geles de poliacrilamida

de la proteina recombinante GIGAPDH-I.
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6.7 Software

6.7.1 BLAST®

Es una herramienta de la base de datos biolégica NCBI (The National Center for
Biotechnology Information). BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) encuentra
regiones de similitud entre secuencias biolégicas. El programa compara secuencias de
nucleotidos o proteinas con bases de datos de secuencias y calcula la significancia
estadistica. Se emple6 para comparar las secuencias de GIGAPDH-I y GIGAPDH-II de G.

lamblia e identificar las regiones caracteristicas.

6.7.2 MODELLER 9.24®

MODELLER 9.24 es un software para el modelado de estructuras de proteinas mediante la
satisfaccion de restricciones espaciales. Se empled para el modelado de la estructura
GIGAPDH-I de G. lamblia. EI modelo se seleccion6 de acuerdo con los parametros
estadisticos GMQE (Estimacion de la calidad del modelo global), QSQE (Estimacion de la
calidad de la estructura cuaternaria) y QMEAN (el andlisis energético del modelo

cualitativo).

6.7.3 UCSFChimera 1.14 ®

UCSFChimera es un programa para la visualizacién interactiva y el analisis de estructuras
moleculares y datos relacionados, incluidos mapas de densidad, trayectorias y alineaciones
de secuencias. El modelo de la proteina GIGAPDH-I de G. lamblia predicho por

MODELLER9.24 fue visualizado usando este software.

6.7.4 PDBsum®

Es un servidor web que proporciona informacion estructural sobre las entradas en Protein
Data Bank (PDB). Los andlisis se basan principalmente en imagenes e incluyen estructura
secundaria de proteinas, interacciones proteina-ligando y proteina-ADN y andlisis
PROCHECK de calidad estructural. Se utilizé para validar el modelo por homologia y

construir el diagrama de Ramachandran de la proteina GIGAPDH-I de G. lamblia.

6.7.5 Origin 8.0 ®

Origin 8.0 ® es un software para analisis de datos y genera graficos, en el que se analizaron

las mediciones cinéticas, se trazaron los espectros de dicroismo circular, se obtuvo la Tm
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(ajustando los datos de estabilidad térmica con la ecuacion de Boltzmann) y se trazaron los

espectros de fluorescencia.

6.8 Analisis bioinformatico entre las secuencias GIGAPDH-1 y GIGAPDH-II

Se realiz6é un analisis bioinformatico de las dos secuencias que codifican para GAPDH en
G. lamblia, se confirmd la longitud de los aa, la secuencia de los motivos conservados y el
porcentaje de identidad al compararse entre ellas. Los genes se consultaron en la base de
datos del genoma de Giardia (http://giardiadb.org/giardiadb/) con los nimeros de acceso
GL50803_6687 y GL50803_17043 para GAPDH-I y GAPDH-II, respectivamente [34]. Se
efectu6 un BLASTp utilizando la base de datos UniprotKB/Swiss-Prot de Uniprot
(https://www.uniprot.org/blast/) de la secuencia GIGAPDH-I y se identificaron varias de las

regiones caracteristicas de las GAPDH.

6.9 Extracciéon de ARN

Los trofozoitos se recolectaron como se describié en el numeral 6.2.1 y previo a la
extraccion de ARN, se colocaron en hielo durante 20 minutos, seguido de tres lavados con
PBS estéril. EI ARN total de G. lamblia fue extraido a partir de 1x107 trofozoitos, con un
método de alta calidad adecuado para la secuenciacion de ARN [41], utilizando el reactivo

Trizol (Invitrogen, EE. UU.), conforme los siguientes pasos:

¢ Homogenizacion: 1 mL de Trizol y gluc6geno se agregaron a una concentracion final
de 250 ug/mL, esta solucion se mezclé pasando por una aguja de calibre 26G, la
operacion se repitio 10 veces hasta obtener una solucion homogénea, luego se
incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente la solucion se
centrifugd durante 5 minutos a 12,000 x g, a 4 °C, para eliminar los restos celulares.

e Separacion: El sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.5 mL, se adicionaron 0.2
mL de cloroformo, se mezclé por inversion y se incub6 durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Esta solucion se centrifugd posteriormente durante 15
minutos a 12,000 x g, a 4 °C.

e Precipitacion: Se trasladé la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 mL, se agregaron
0.5 mL de isopropanol frio, el tubo se mezcld por inversion y la mezcla se incubo
durante 10 minutos a 4 °C. El ARN fue precipitado por centrifugacioén a 12,000 x g,

4°C, durante 10 minutos.
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e Lavado ARN: Se descartd el sobrenadante y se lavo el sedimento con 1 mL de
etanol frio al 75%, luego se centrifugd de nuevo a 12,000 x g, 4 ° C, durante 5
minutos y el sobrenadante se removio.

o Resuspension de ARN: el sedimento de ARN se dejo secar y se resuspendié en 30

ML de agua libre de ARNasa. El ARN se almacend a -70 ° C hasta su uso.

El ARN se cuantific6 con el equipo NanoDrop y la integridad del ARN extraido se evaluo

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

6.10 Sintesis de ADNc por RT-PCR

El ARN extraido (1 ug) se traté con 1U de DNasa | (Thermo Scientific ®). Para la obtencion
del ADNc (ADN complementario) se utilizé la técnica de transcriptasa reversa (RT-PCR).
En la técnica de RT-PCR el ARN es copiado a ADNc por la transcriptasa reversa. Para la
sintesis se utilizaron ARN (100 ng/uL), cebadores oligo (dT)is, una mezcla de dNTP [10
mM] y una polimerasa transcriptasa reversa (Thermo Scientific ®) en un volumen final de
20 pL. La reaccién se incubd a 42 °C durante 60 minutos y luego se detuvo calentando a
70 °C durante 10 minutos. Los pasos de la técnica de transcripcion reversa fueron los

siguientes:

1- El cebador oligo (dT):sse unié a la secuencia del ARN que previamente fue extraido.

2- La polimerasa transcriptasa reversa, catalizd la extencién del cebador mediante la
adicion de nucleotidos.

3- Se obtuvo el ADNc.

4- Posteriormente se amplificd la secuencia codificante de GIGAPDH-1 y GIGAPDH-II
a partir del ADNc de G. lamblia mediante PCR. La secuencia para el disefio de los
oligonucledtidos empleados para ambos genes se obtuvo de la base de datos del
genoma de Giardia (http://giardiadb.org/giardiadb/), GL50803_6687 (1011 pb) del
gen Glgapdh-l y GL50803 17043 (1224 pb). Los oligonucledtidos utilizados se
observan en las tablas 7 y 8, las bases subrayadas indican los sitios de corte para

Ndel y BamHI, respectivamente:

Tabla 4. Oligonucleétidos GL50803_6687.

GL50803 6687 (1011 pb)
Forward: 5'-TTACATATGCCTATTCGCCTCGG-3’
Reverse: 5'-TATGGATCCTTAGCAGCCCTTGGAC-3’
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Tabla 5. Oligonucledtidos GL50803_17043.

GL50803_17043 (1224 pb)
Forward: 5-CATATGTCGGCCCCGAAG-3’
Reverse: 5'- GGATCCTCACTTAGAAGAGCCGA-3’

Para la PCR se usé la siguiente mezcla de reaccion: 20 ng de ADNc, 200 ng de
oligonucleétido, dNTP [10mM], tampdn de PCR 1x y 1U de ADN polimerasa de alta fidelidad
Phusion® (Thermo Scientific, Hudson, NH, EE. UU.). Las condiciones del termociclador se

describen en la tabla 9:

Tabla 6. Condiciones del termociclador RT-PCR.

Ciclo Fase Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion 98°C 2 min
Desnaturalizacion 98°C 35s
25 ciclos Hibridacion 65°C 20's
Extensién 72°C 30s
1 Extensién 72°C 5 min

El producto de la PCR se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, se tifid
con GelRed (Nucleic Acid Gel, Biotium, Fremon, CA, EE. UU.) Y se visualiz6 en un
MultiDoc-It Digital Imaging System (UVP, Upland, CA, EE. UU.). Los amplicones obtenidos
fueron de 1011 pby 1224 pb.

6.11 Clonacién del gen glgapdh-I

Los amplicones se insertaron en los vectores pJET1.2/blunt (Thermo Scientific ®) para
obtener los vectores pJET-GIGAPDH-I y pJET-GIGAPDH-II, de acuerdo con las

instrucciones del fabricante:

1- Homogenizaciéon: 10 pyL de buffer de reaccion 2X, 50 ng del productro PCR
(amplicon, 1011 pb), 1 pL del vector pJET1.2/blunt [50 ng/uL], 1 pL de ADN ligasa
T4 y agua libre de nucleasa en un volumen final de 20 pL, la mezcla se homogeneizo
con un vortex.

2- Incubacion: la mezcla de ligacion se incub6 a 22 °C durante 5 min.
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Posteriomente, de cada plasmido se liberé el gen gapdh-I y el gen gapdh-I1l con las enzimas
Ndel-BamHI y se ligaron a los plasmidos pET3a-HisTEV, previamente digeridos con las
mismas enzimas. Los nuevos vectores se denominaron pET3a-GIGAPDH-I y pET3a-
GIGAPDH-II (llustracién 5). Estos vectores afiaden una secuencia gue codifica una etiqueta
de seis histidinas (His) N-terminal, seguida de un sitio de escision para la enteroquinasa del
virus del tabaco (TEVP). Se confirmd la construccion mediante secuenciacion (Unidad de
sintesis y secuenciacion del IBT-UNAM) y se verifico por restriccion, visualizandose en un

gel de agarosa al 1%.

Ndel

i o]

BamHI BamHI

BamHi Ndel
T7Torminador L GIGAPDH.I 7 Promotor
| R

Ndel

/
_—

PET3a-GIGAPDH-
g (5769 bp)
<

PET3a-GIGAPDH-II

(5982 bp)

Ori Ori

Amp"

llustracion 5. Vectores pET3a-GIGAPDH-1 y pET3a-GIGAPDH-II.

Tomando en considerancion el andlisis bioinformatico (del presente estudio) y la
informacién existente sobre la activacion de la proteina GIGAPDH-II, la cual sélo ocurre en
la etapa de enquistamiento, los posteriores métodos se delimitaron a la proteina GIGAPDH-

[, objetivo del presente estudio.

6.11.1 Propagacion del plasmido pET3a-GIGAPDH-I en E. coli.

El pldsmido construido pET3a-GIGAPDH-I, se propag6 en células de E.coli TOP 10F’ por

choque térmico, de acuerdo con el procedimiento indicado por el fabricante:

1- Se descongel6 en hielo un vial de 50 pL de células E.coli TOP 10F One

Shot® para la transformacion.
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2- Se mezclaron 5 L de la solucién de ligacién (que contenia el vector pET3a-
GIGAPDH-I) con 50 uL de bacterias E. coli TOP 10F’, agitando suavemente
sin pipeteo.

3- Se incub6 durante 10 minutos a 4°C, posteriormente durante 5 minutos a
42°C vy, por ultimo, 10 minutos a 4°C.

4- Se afiadieron 500 pL de medio LB y se agit6é a 225 rpm durante 1 hora a 37
°C.

5- El cultivo se centrifugd durante 1 min, después al pellet bacteriano se le
adicionaron 200 pl de medio LB, se homogenizé y se transfirié a placas Petri
con medio sélido LB conteniendo ampicilina/IPTG/X-Gal. Las placas se

incubarén a 37 °C durante toda la noche.

El cribado de las células transformadas se realizé mediante seleccién por antibiético

(ampicilina). Las colonias seleccionadas se transfirieron a 10 mL de medio LB que contenia

ampicilina (100 pg/mL) y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

6.11.2 Extraccion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico fue extraido de las células E.coli TOP 10F’ con el kit GeneJET Plasmid

Miniprep de Thermo Scientific®, siguiendo las especificaciones del fabricante:

1-

Centrifugacién: Se tomd una alicuota de 2 mL del medio LB (ampicilina 100 pg/mL)
que contenia las células E.coli TOP 10F transformadas en un tubo Eppendorf y
posteriormente se centrifugd a 6,800 x g, durante 2 minutos a temperatura ambiente
y se decant6 el sobrenadante.

Resuspension, lisado y neutralizado de células: Se adicionaron 250 pL de solucion
de resuspension, se agité con vortex. Después se agregaron 250 pL de solucion de
lisis, se mezcld por inversion cinco veces y por ultimo se adicionaron 250 uL de
soluciéon de neutralizacion. Se mezclé por inversion cinco veces el tubo y se
centrifugé a 6,800 x g, durante 5 minutos.

Se transfirié el sobrenadante a la columna de centrifugacion GeneJET, por
decantacion, evitando transferir el precipitado blanco.

Lavado de la columna: Se afiadieron 500 uL de solucién de lavado y se centrifugo
a 6,800 x g, durante 30 segundos; este paso se repitid dos veces. Se deseché el
flujo continuo. Y se centrifug6 la columna vacia a 6,800 x g, durante 1 minuto.
Elucion del ADN purificado: Se transfirid la columna a un nuevo tubo. Se afadieron

50 pyL de tampodn de elucién a la columna y se incubd durante 2 minutos a
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temperatura ambiente. Se centrifugd a 6,800 x g, durante 2 minutos. Se desechd la

columna y se almacend el ADN plasmidico purificado a -20°C.

6.12 Cultivo de E. coli y expresién de la proteina recombinante GIGAPDH-I

Para lograr la expresion de la proteina GIGAPDH-I, se utilizé la cepa de E. coli BL21 (DE3)
pLysS, la cual se transformé con el plasmido pET3a-GIGAPDH-I, mediante choque térmico,
conforme al numeral 6.12.1 con la diferencia de la adicion de 34 pg/mL de cloranfenicol en

la etapa 5.

Posteriormente, se transfirié un clon de las células transformadas cultivadas en una placa
Petri a un tubo con 8 mL de medio Luria Bertani (LB) que contenia ampicilina (100 pg/mL),
las células se cultivaron con agitacion durante la noche a 37 °C, y posteriormente, las
células se conservaron en glicerol (40%) a -70 °C. Estas células preservadas sirvieron para
inocular matraces con 50 mL de medio LB (ampicilina 100 pg/mL). El cultivo se hizo crecer
con agitacion (180 rpm) durante la noche a 37 °C; Después, se inocul6 todo el cultivo en 1
L de medio LB (suplementado con 100 upg/mL de ampicilina), el cultivo se coloco
nuevamente en agitacion durante 16 horas a 30 °C, hasta obtener una densidad éptica de
Asoonm = 0.8, se anadio el isopropil B-d-galactopiranésido (IPTG) para inducir la expresion
de la proteina en el cultivo (concentracion final de 0.4 mM), y se incub6 a 30 °C durante 12
horas [42].

6.13 Purificacion de la proteina recombinante GIGAPDH-I

Se purificé la GIGAPDH-I a partir de 1 L de cultivo de E. coli BL21 (DE3) pLysS, conforme

el siguiente procedimiento:

1- Las células se concentraron por centrifugacion (4,000 x g durante 20 min a 4 °C). El
sedimento celular se resuspendié en buffer para lisis y después se rompié mediante
sonicacion en hielo, para una posterior centrifugacion.

2- El lisado obtenido se centrifugd durante 20 min a 15,000 x g, a 4 °C y el
sobrenadante (denominado extracto crudo) se utilizd para purificar la GIGAPDH-

mediante Cromatografia de Afinidad Metalica Inmovilizada (IMAC), utilizando como

1 Buffer de lisis: Tris [50 mM], NaCl [50 mM], B-mercaptoetanol [5 mM] y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) [1 mM], pH

8.0.
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fase estacionaria la Resina ProfinityTM IMAC, cargada con niquel (Bio-Rad, EE.
UU.) [42], acorde con lo siguiente:

e Se prepar6 el empaque de la columna usando 3 mL de resina ProfinityTM
IMAC segun instrucciones del manual.

e La resina se cargd con niquel como indica el manual, equilibrando al final
con la solucién buffer pH 8.02.

e El extracto crudo se cargd en la resina para permitir la interaccion de la
proteina con el ién de niquel, luego de lavar la resina con buffer®. La proteina
GAPDH se eluy6 con el mismo buffer pero con una concentracion 250 mM
de imidazol. Finalmente, el imidazol se elimin6 de la muestra mediante pasos
consecutivos de dilucion diez veces mayor, con Tris-HCI [50 mM] a pH 8.0y
NaCl [50 mM], por concentracion en tubos Amicon YM-30 (Millipore, MA, EE.
uu.) [43].

Las fracciones obtenidas (lisado y extracto crudo) y la GIGAPDH-I recombinante purificada
se cargaron y analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) al 12%. Los geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal (R-250) (Sigma-
Aldrich), lo que permiti6 observar la pureza de la proteina GAPDH-I purificada. Las
concentraciones de proteinas se cuantificaron mediante el método de Lowry y utilizando

albumina de suero bovino (BSA) como proteina estandar [44].

6.14 Ensayo de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

La técnica empleada para determinar la actividad enzimética de la GIGAPDH-I por

espectrofotometria [45], se describe a continuacion:

e El grado de conversion enzimatica de G3P en 1,3-BPG se midié controlando la
conversion de NAD+ en NADH a 340 nm en un espectrofotometro Varian Cary® 50
UV-Vis.

e La cubeta de reaccién contenia un volumen total de 500 uL de buffer de reaccion®.

e Lareaccion se inici6 mediante la adicion de proteina recombinante GIGAPDH-I.

e Laactividad enziméatica se calcul6 a partir de la pendiente inicial de la curva obtenida

durante 60 segundos de reaccion.

2 Solucion buffer pH 8.0: Tris [50 mM], NaCl [150 mM].

3 Buffer: Tris-HCI [50 mM], NaCl [150 mM], imidazol [50 mM], DTT [2 mM], pH 8.0.

4 Buffer de reaccion: Tris-HCI [50 mM], acido etilendiaminotetraacético (EDTA) [1 mM], B-mercaptoetanol [1L mM], G3P [1
mM], NAD+ [5 mM] y pirofosfato de sodio [30 mM].
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6.15 Filtracion analitica en gel de GIGAPDH-I

Se realiz6 cromatografia de filtracion en gel para determinar el estado nativo de la proteina
recombinante GIGAPDH-I.

1- La proteina GIGAPDH-I purificada se cargd en una columna de filtracién en gel
Sephacryl 200 (16/60), que se equilibré previamente con buffer de fosfato [50 mM]
pH 7.35.

2- Se acopl6 a un sistema FPLC puro AKTA (GE Healthcare, EE. UU.) [39], |la proteina
se eluy6 usando un gradiente isocratico con la misma solucién buffer, con un flujo

de 0.5 mL por minuto.

Se utilizaron los estandares de filtracién en gel de Bio-Rad (EE. UU.). Para la proteina
GIGAPDH-1 y las proteinas utilizadas como estandares, se monitoreé la absorbancia a 280
nm (mUA). El ensayo se realizé por triplicado. Se construy6 una curva de calibracion de las
proteinas con volimenes de elucion vs logaritmo de masa molecular (MW) del estandar de

filtracién en gel de Bio-Rad.

6.16 Efecto del pHy la desnaturalizacion térmica sobre la actividad de la
GIGAPDH-I

La dependencia del pH sobre la actividad enzimética se determiné en diferentes tampones
[50 mM], con valores de pH como MES (pH 5-6,5), HEPES (pH 6,5-8), TAPS (pH 8-10) [39].
La actividad del perfil de pH de GIGAPDH-I se determiné midiendo la conversion de NAD+
en NADH + H* a 340 nm.

e Laproteina (0.2 mg/mL) se suspendié en cada tampdn y la reaccién se inicié con la
adicion de G3P [1 mM], NAD+ [5 mM] y pirofosfato de sodio [30 mM] [45].

e Las velocidades iniciales se calcularon a partir de la pendiente inicial de la curva
obtenida durante 60 segundos de reaccion.

e La reduccion no enzimatica de NAD+ se midi6 en cada valor de pH y se resté del

punto experimental.

Se evalué el efecto de la temperatura sobre la actividad de la proteina GIGAPDH-I mediante

la realizacion de un ensayo de inactivacion térmica:

1- La proteina se ajust6é a 0.2 mg/mL en tampédn fosfato [50 mM] pH 7.35 y se incubd

a diferentes temperaturas, de 35 °C a 60 °C, durante 20 min.
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Después se midié la actividad residual enzimatica, como se describid anteriormente,
en el ensayo de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Material y métodos,
Seccibn 6.15).

La actividad residual se expres6é como porcentaje. La actividad de la proteina
GIGAPDH-I incubada a 35 °C se establecié en 100%.

Los ensayos de pH y temperatura se realizaron por triplicado.

6.17 Determinacion de parametros cinéticos de GIGAPDH-I

Para la determinacion de parametros cinéticos, como Km, Vmax ¥ Kear para G3P y NAD +, se

utilizaron los valores de pH y temperatura 6ptimos.

Las concentraciones de G3P ensayadas fueron de [0.0 mM] a [1.0 mM].

Las concentraciones de NAD+ probadas fueron de [0.01 mM] a [1 mM].

Los datos de las tasas iniciales se ajustaron mediante regresion no lineal trazando
el modelo de Michaelis-Menten.

Las mediciones cinéticas se analizaron mediante el programa Origin 8.0 ®.

Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.18 Espectros de dicroismo circular (CD) y estabilidad térmica

Para determinar la estructura secundaria de la proteina GIGADPH-I de G. lamblia, se realiz6

un ensayo de dicroismo circular (CD) utilizando un espectropolarimetro Jasco J-810®
(Jasco® Inc., EE. UU.).

1-

La concentracion de proteina utilizada fue de 0.5 mg/mL, que se resuspendid en
buffer fosfato [50 mM ] pH 7.35y se cargd en una cubeta de cuarzo (paso optico de

1cm).

2- A continuacion, se registraron masas espectrales a 25 °C, para monitorear los

3-

cambios en la elipticidad de la proteina en la region ultravioleta lejana (200—-260 nm)
como se ha descrito previamente [47]. Ademas, se utilizé un espectro de emision en
blanco con el tampén fosfato [50 mM ] pH 7.35y se resto del obtenido con la proteina
GIGAPDH-I.

Los espectros finales se trazaron utilizando el programa Origin 8.0 ®.

Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Para determinar el efecto de la temperatura sobre la proteina recombinante GIGAPDH-I, se
realizé un ensayo de desnaturalizacién térmica de la GIGAPDH-I monitoreando la elipticidad
molar a 222 nm de la fraccion desplegada de las hélices a en funcién de la temperatura,
usando un espectropolarimetro Jasco J-810® (Jasco® Inc., EE. UU.), como se ha descrito

previamente [48].

1- La proteina se ajustd a 0.5 mg/mL con buffer fosfato [50 mM ] (pH 7.35), y se cargd
en una cubeta de cuarzo rectangular (paso éptico de 1 cm).

2- Se aument6 la temperatura de 20°C a 90 °C, a una velocidad de 1 °C/2.5 min.

3- Finalmente, los datos se ajustaron con la ecuacion de Boltzmann, utilizando el

programa Origin 8.0 ®, para obtener el valor de la Tm.

Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.19 Efecto del clorhidrato de guanidina (Gdn-HCI) sobre la estabilidad de la
GIGAPDH-I

Otro enfoque para evaluar la estabilidad de la actividad de la GIGAPDH-I recombinante fue

evaluar la presencia de clorhidrato de guanidina (Gdn-HCI).

1- Se usaron 0.2 mg/mL de proteina resuspendida en buffer fosfato [50 mM ] (pH 7.35),
para este ensayo se usaron diferentes concentraciones de Gdn-HCI, de 0 a 0.5 M.

2- La mezcla se incub6 durante 2 horas a 37 °C [49].

3- Se midio la actividad residual de GIGADPH-I a 25 °C, como se describié
anteriormente en la Seccion 6.14. La actividad residual del control GIGADPH-I (sin
Gdn-HCI) se fijé como 100%.

El ensayo se realizé por triplicado.

6.20 Determinacion de la fluorescencia intrinseca de GIGAPDH-I

La fluorescencia de la proteina recombinante GIGAPDH-I se determiné en un

espectrometro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55 (Perkin Elmer, EE. UU.).

1- La proteina GIGAPDH-I se ajust6 a 0.1 mg/mL con buffer fosfato [50 mM ] (pH 7.35)
y se incubd a 37 °C durante 2 horas, con diferentes concentraciones de Gdn-HCI
(de 0 a 0.5 M).

2- Las muestras se cargaron en una celda de cuarzo con una longitud de recorrido de
lcm.
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4-

5-

La fluorescencia intrinseca de los residuos de triptdfano presentes en la proteina se
registré de 310 a 500 nm, a 25 °C, utilizando una longitud de onda de excitacion de
295 nm, con ranuras de 4.5 y 3.7 nm para la excitacibn y la emision,
respectivamente.

El espectro final a diferentes concentraciones de Gdn-HCI fue el promedio de cinco
exploraciones, y de cada espectro se restod el espectro en blanco [49].

Los espectros finales se trazaron utilizando el programa Origin 8.0 ®.

Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.21 Modelado por similitud de la proteina GIGAPDH-I

El modelado de la proteina GIGAPDH-I de G. lamblia se llevo a cabo conforme lo siguiente:

1-

La secuencia GIGAPDH-I se envi6 a la herramienta BLAST del NCBI para identificar
los homologos estrechamente relacionados de GIGAPDH-I utilizando el algoritmo
BLASTp (una base de datos) del banco de datos de proteinas y la matriz BLOSUM
62 (Anexo 1-By 2-B) .

La estructura cristalina de la GAPDH de Cryptosporidium parvum (PDB 1VSU) [50]
fue seleccionada como el molde para el modelado de similitud, ya que tuvo un mayor

porcentaje de identidad (Anexo 3-B).

La estructura GIGAPDH-I se model6 utilizando la informacion cristalografica de
CpGAPDH utilizando el software MODELLER 9.24 [51]. EI mejor modelo se
selecciond de acuerdo con los pardmetros estadisticos GMQE, QSQE y QMEAN. El
modelo predicho fue validado por alineacion de estructura usando UCSFChimera
1.14 [52] y herramientas PDBsum [53].

El PDBsum se utiliz6 para construir el diagrama de Ramachandran y poder
visualizar los angulos diedros de la columna vertebral y contra ¢ de los residuos de

aminodcidos en la estructura del modelo.

Se us6 Chimera para la prediccién de Q-score y la desviacion cuadratica media
(RMSD), que se calcularon alineando el molde CpGAPDH y el modelo construido
GIGAPDH I. Si los valores Q-score y RMSD son altos y bajos, respectivamente,
entonces la estructura es aceptable. Las representaciones graficas se realizaron

con el software Chimera.
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6- Se realizo un alineamiento de secuencia (en Mview) y estructura (en Chimera) entre
la proteina GIGAPDH-1 y HsGAPDH de Homo sapiens (PDB 1ZNQ), obteniendo la
prediccion de Q-score y la desviacion cuadratica media (RMSD).
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7 ESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis bioinformatico de GIGAPDH-I y GIGAPDH-II.

El analisis de los dos genes que codifican para la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de Giardia lamblia, confirmé las secuencias previamente
publicadas [34]. Al comparar las secuencias entre si, empleando
Mview(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/) se obtuvo un 48.3 % de identidad. La enzima
GIGAPDH-I estd compuesta por 336 aa, mientras que GIGAPDH-II contiene 407 aa, y al
analizar las secuencias con mayor detalle se identificaron cinco motivos de aminoéacidos
caracteristicos en las GAPDHs (llustracién 6, recuadros amarillos), presentes en
Caenorhabditis elegans [54], Fasciola hepatica [63] y Fasciola gigantica [67]. La mayor
conservacion de estas regiones se encontro en la GIGAPDH-1, mientras que en la secuencia
de GIGAPDH-II varios de esos aa difieren en las regiones indicadas (recuadros amarillos)
en el alineamiento. Estas diferencias entre las secuencias de proteinas (GIGAPDH-I y
GIGAPDH-II) también se observaron en los 24 aa que forman el loop-S (indicado con
asteriscos), caracteristico de las GAPDH. La secuencia de aa que mostré similitud entre
ambas proteinas fue la del sitio activo (recuadro rojo), incluida en uno de los motivos

identificados.

GL50803 6687 1 «-euu--- MPIIL.N-M INIDG DPFTDCEIMEIMLKY B ——————— RFDITIA 60
6150803 17043 1 MSAPKLDFYHRKV. ALTCPNME | ARENNRNMERAMFHY L F THDSMHGPPHGFTCSLSCPCGETDCNCSBNNS 88

R.Gl.GFGRIGR ALR L AIN Yoo¥ DK 6

ITG- LETYDP- - 141

GL50803_6687 61 HSEDS TVIGNKISV KSMKPE.GKTQ.I-RFT KKDAEII I.AD--AIM.CICI -
6150803 17043 89 ADHNLIWFNDKPVYLETAGVAS EVAKMBV AYLEVESCMC MSRPNTTV KMV CEKTCRTEMYBVMHKK | NAGN 176

| N F EIPW.. . VD.VLECTG... . T H K.V.1SAPS}... . .P.FV.GN

**************************
MMV KK EGEMTRV LPV KAVGK K 227
KM I HEN ALMST | PVT SVW LS S TL R264

VIQASCTTNCLAPLA V.| FGIK| LM T.HAVTATQ. . .D KK DNR GR C.-N IP STGAA A
TCTL

GL50803 6687 228 LAGMAF P ATYD El SE- -NEEKGIMTYTNEDV S STC VEEVAW 313
GL50803_17043 265 |{@TS VVETEKDT SYA AVKRACETPDEECGIMAYRDDFC TIS FICEVSW 352

16.. RVPV.DVSWOL. | EKD..Y.EICA- KRA E.- .EL.GIN.Y.... VSSDF L T NFDSK GI SRF KLV-W

6150803_6687 314 \EBINEF BYANKINE LHKNVE- - --- SRBC- - - - 18
GL50803_17043 353 CBYSA SFVVMDEWAAIEKT RGRTSSVLGRDVEDVVGSSK 407

YONE. GY KLV A Y G KG

GL50803 6687 142 - STMK
GL50803_17043 177 HTKY &

llustracion 6. Alineamiento de secuencias (GIGAPDH-I y GIGAPDH-II), en Jalview.
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llustracion 7. GIGAPDH-I (regiones conservadas caracteristicas de GAPDHS)

Se realizé un BLASTp utilizando la base de datos UniprotKB/Swiss-Prot de Uniprot
(https://www.uniprot.org/blast/) de la secuencia GIGAPDH-I y se identificaron varias de las
regiones caracteristicas de las GAPDH (llustracion 7). Las dos regiones principales, como
la union de NAD (3-152; el numero de aa correspondiente a la secuencia de la proteina
GAPDH-I de G. lamblia) y el dominio catalitico (157-314; niumero de aa). También se
identifico el dominio NAD(P)-Rossmann (4-168; numero aa), el loop-S (181-204; ndmero

aa) y el sitio activo (150-157; numero aa) (llustracion 7).

7.2 Extraccion de ARNy sintesis de ADNc por RT-PCR.

La extraccion de ARN total presenté un ARN integro, con una concentracion de 1982 ng/uL,

una relacion 260 nm/280 nm de 2.01 y una relacion 260 nm/230 nm de 2.09 (llustracion 8).

«—28S
<185

<585

llustracion 8. Electroforesis del ARN total obtenido trofozoitos de Giardia lamblia. Gel de agarosa al 1%.
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El ARN obtenido se empled para la sintesis de ADNc por RT-PCR, para amplificar los genes

de gapdh-ly gapdh-Il de G. lamblia, de 1011 pb y 1224 pb, respectivamente (llustracion 9).

bpy MM 1 2

llustracion 9. Electroforesis del gen gapdh-I (carril 1), gapdh-II (carril 2) y el marcador de peso molecular (1 kb,
Ladder, GeneRulerTM) en el carril M.

7.3 Clonacién, expresion y purificacion de la enzima recombinante
GIGAPDH-I.

Para expresar la proteina recombinante GIGAPDH-I, se construyé el plasmido nombrado
pPET3a-GIGAPDH-I, el cual contiene una etigueta de seis histidinas N-terminal (6xHis). Para
corroborar su correcta clonacion y que el gen obtenido por PCR no presentara mutaciones
se secuencid en la unidad de sintesis y secuenciacion del IBT-UNAM, la ilustracién 10
presenta una regién de la secuencia obtenida, donde se indica la secuencia nucleotidica
que codifica las 6xHis (regién que facilita la purificacion de la proteina) y el sitio de corte
Ndel que incluye el codén de inicio ATG del gen. Ademas, el plasmido se verifico por

restriccion (llustracion 11, carril 3).

AGATATATCAAT GGG ARCATCATCATCAT CATCATITATCGCTIGGT ICCGAGATCT GAAMACCTGIAT I T ICAGGGACATALG
. L J T »0 o 100 1ne |

e
Mol istag Natol

llustracion 10. Fragmento de la secuencia del plasmido pET3a-GIGAPDH-I, sitio de restriccion Ncol, etiqueta
6xHistag y sitio Ndel.
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llustracion 11. Electroforesis en gel de agarosa. Genes obtenidos de GIGAPDH-I (1011 pb, carril 1) y GIGAPDH-
Il (1224 pb, carril 2) mediante PCR. Vectores construidos pET3a-GIGAPDH-1 y pET3a-GIGAPDH-II digeridos
con las enzimas Ndel-BamHI (carril 3 y 4 respectivamente) y el marcador de peso molecular (1 kb DNA Ladder,
GeneRulerTM) en el carril M.

Posteriomente se realiz6 un BLAST de la secuencia del plasmido pET3a-GIGAPDH-I que
se obtuvo del IBT-UNAM, para corroborar que el gen GIGAPDH-I se clon6 en el vector de

forma exitosa (Anexo C).

Los estudios de expresion en E. coli BL21 (DE3) pLysS revelaron que la proteina GIGAPDH-
| se produjo en forma soluble en las condiciones de cultivo mencionadas en la Seccién 6.13,
lo que permitié purificar la proteina mediante un procedimiento simple por cromatografia de
afinidad (resina cargada con Ni). La fraccién de lisado, el extracto crudo y la proteina
recombinante GIGAPDH-I se visualizaron mediante SDS-PAGE (llustraciéon 12). La enzima
purificada se observo en el gel SDS-PAGE como una unica banda correspondiente a un
monoémero de aproximadamente 39 kDa (llustracion 12, carril 3) (36.3 kDa de proteina
GIGADPH-I méas 2.7 kDa de (6xHistag), que también coincide con la masa molecular tedrica
calculada de 36.3 kDa y el punto isoeléctrico de 6.8 (https://web.expasy.org/compute_pi/)
(Anexo D).
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llustracion 12. Gel SDS-PAGE, fraccién de lisado (carril 1), el extracto crudo (carril 2), la enzima recombinante
GIGAPDH-I (carril 3) y el marcador de peso molecular (250 kDa, Bio-Rad, Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™) en el carril M.

Esta forma monomérica obtenida de la GIGAPDH-I concuerda con otras GAPDH descritas
para otros organismos, en bacterias, como Bacillus cereus (35 kDa) [55], Streptococcus
agalactiae (45 KDa) [56], Xanthomonas campestris (38 kDa) [57], Idiomarina loihiensis (36
kDa) [58], Mycobacterium tuberculosis (40 kDa) [59], la arquea Haloferax volcanii (38 kDa)
[60] y eucariotas patdégenos como Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi (38 kDa) [61],
Trypanosoma cruzi (45 kDa) [62], Fasciola hepatica (37 kDa) [63] y Plasmodium falciparum
(36 kDa) [64].

7.4 Estado nativo de la proteina recombinante GIGAPDH-I

El estado nativo de la enzima GIGAPDH-I recombinante en solucién se determin6 mediante
cromatografia de filtracion en gel (llustracién 13). La columna se calibré con marcadores de
peso molecular (MW) y, cuando se correlaciond con los estandares usados (Bio-Rad)
(llustracion 14), la composicion oligomérica nativa resulté en un valor de aproximadamente

125 kDa, lo que indica que esta proteina corresponde a un tetramero nativo.
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llustracion 13. Perfil del estado nativo de la enzima recombinante GIGAPDH-I.
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llustracion 14. Curva de calibracion de las proteinas vs logaritmo de masa molecular (MW) del estandar de
filtracion en gel de Bio-Rad. EI MW de GIGAPDH-I (circulo rosa) se muestra en la linea recta obtenida.

Este resultado concuerda con los datos reportados previamente, ya que se ha demostrado
que la mayoria de los organismos forman tetrdmeros de 140 a 180 kDa [60], [64],[65] con
la excepcién de Streptomyces arenae, que forma un octamero [66]. En Fasciola hepatica
se observo la relevancia de los ligandos en relacion con FnNGAPDH, ya que en ausencia de
ligandos existe una mezcla de dimeros y tetrdmeros, pero la presencia de NAD+ o G3P
favorece al desplazamiento de este equilibrio para la formacién de dimeros. También se

demostré que como dimero es mas estable que como tetrdmero [63]; mientras que en la
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proteina GAPDH de Fasciola gigantica, en una concentracion 300 mM de NaCl, se

estabiliza su estado tetramérico sin cambiar a la forma dimera [67].

7.5 Efecto del pHy la desnaturalizacion térmica sobre la actividad de la
GIGAPDH-I

Para determinar el efecto del pH sobre la actividad de la proteina GIGAPDH-I1 recombinante
purificada, se midi6 la actividad en un intervalo de pH de 6 a 10. De acuerdo al perfil de
actividad, la GIGAPDH-I muestra un valor de pH éptimo de 7.7 y por debajo de este valor
de pH, la enzima muestra una pérdida significativa de su actividad. Sin embargo, a valores
de pH mas altos (de 9,0 a 10,0), la enzima también mostré un ligero incremento en actividad

de al menos el 50% (llustracion 15).

~(O~ GIGAPDH-I
100

iy (=2 (o]
o o o
1 1 !

% Actividad residual

N
o
L

0 T T T T T

pH

llustracion 15. Perfil de actividad, pH vs actividad residual de GIGAPDH-I.

El valor de pH registrado para GIGAPDH-I se acerca a los valores de pH de otras GAPDHSs,
con un rango de 7.0 y 10.0, aunque la mayoria se ha reportado entre pH 8.0 y 9.0, de los
cuales podemos mencionar los siguientes: Proteus vulgaris pH 7.5 [68], Naegleria gruberi
pH 8,0 [45], Homo sapiens pH 8.5 [69], Idiomarina loihiensis pH 8,0-8,5 [58], Micobacterium
tuberculosis pH 9.0 [59], Trypanosoma brucei pH 9.4 [61], Trypanosoma cruzi pH 8.6 [62],
con excepcion en los parasitos Plasmodium yoelii y Xanthomonas campestris donde sus

pH éptimos de actividad fueron 9.0 y 9.5, respectivamente [64] y [57].
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También se determind la termoestabilidad de la proteina midiendo su actividad residual
después de incubar la enzima en un gradiente de temperatura de 35 a 60 °C. La actividad
mas alta de la enzima GIGAPDH-I se observd a 35 °C y 37 °C (llustracion 16), muy similar
a la GAPDH de P. vulgaris (35 - 37 °C) [68], y de acuerdo con las temperaturas éptimas
descritas anteriormente para T. cruzi [62].
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llustracion 16. Perfil de termoestabilidad, Temperatura (°C) vs % actividad residual de GIGAPDH-I.

Sin embargo, este hallazgo es diferente a la temperatura 6ptima reportada para ldiomarina
loihiensis (30-45 °C) [58], Naegleria gruberi (25 °C) [45] y Homo sapiens (43 °C) [69]. El
valor T 1/2 definido como la temperatura a la que GIGAPDH-I donde la enzima pierde el
50% de su actividad original fue de 40.28 °C. Mientras que la inactivacion térmica de la
enzima se produjo por encima de 38 °C y la actividad disminuy6 drasticamente a 45 °C, lo
gue puede estar relacionado con cambios en el plegamiento de la proteina causado por el
efecto de la temperatura y llevando por consiguiente a la pérdida de su funcionalidad. Se
considera que, durante el calentamiento la proteina GIGADPH-I formada por tetrameros
puede disociarse a dimeros y luego a monémeros, afectando la estructura de la proteina 'y
por tanto su forma activa. Incluso el aumento de temperatura conduce a una
desnaturalizacion rapida de la proteina, seguida de su agregacion, tal como se describid

anteriormente para la GAPDH de T. cruzi [62].
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7.6 Parametros cinéticos Km, Vmax, Kcat de la enzima GIGADPH-I.

La actividad enziméatica de GIGAPDH-I se midié mediante espectrofotometria UV-visible, lo

que permitié determinar los parametros cinéticos. Los valores de Kmn Y Vmax S€ obtuvieron

de la dependencia de la velocidad de reaccién de la concentracion del sustrato G3P y la

coenzima NAD+ (Anexo E). Para determinar el valor de K, de ambos sustratos, se

realizaron mediciones de velocidad inicial variando la concentracién de un sustrato (G3P o

NAD+) y manteniendo constante la cantidad del segundo sustrato (G3P o NAD). Se observo

un comportamiento hiperbdlico de la enzima GIGAPDH-I para el sustrato G3P (llustracién

17) y la coenzima NAD+ (llustracion 18), y los valores se ajustaron a la ecuacién de

Michaelis-Menten mediante calculos de regresion no lineal. Los parametros obtenidos
fueron los siguientes: Km G3P =0.41 mM (llustracion 17) y Km NAD+ = 0.02 mM (llustracion

18).

Vo (umol min * mg 1)

Vmax= 16.264 pmol*min"*mg’’
0 Km= 041 mM

00 02 04 06 08 10
Gliceraldehido-3-fosfato (mM)

llustracién 17. Velocidad de reaccion a diferentes concentraciones de G3P, de GIGAPDH-I.
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llustracién 18. Velocidad de reaccion a diferentes concentraciones de NAD+, de GIGAPDH-I.
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Comparando estos valores con los reportados previamente en diferentes organismos, se

observa que la K, de varias GAPDHs cubre un rango bastante amplio, de 0.003 a 1.78 mM

para el sustrato G3P y de 0.005 a 3.68 mM para la coenzima NAD+ (Tabla 7).

Tabla 7. Valores cinéticos de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa previamente reportados en diferentes

organismos.

Organismo Km (G3P mM) Km (NAD+ mM) Keat St Referencia
Giardia lamblia 0.41 0.02 39.06 Este estudio
Bacillus anthracis 1.78 0.36 * [70]
Bacillus stearothermophilus 0.09 0.03 * [70]
Streptococci sp 1.33 0.15 * [72]
Idiomarina loihiensis 0.003 0.01 * [58]
Mycobacterium tuberculosis 0.58 0.13 188.33 [59]
Trypanosoma brucei (glicosoma) 0.15 0.45 * [71]
T. brucei (citosoélica) 0.17 0.04 * [71]
T. brucei (recombinante) 0.14 0.53 * [61]
T. cruzi (recombinante) 0.10 0.47 * [61]
T. cruzi (recombinante) 0.35 0.27 * [62]
Tetrahymena pyriformis 0.15 0.005 * [73]
Naegleria gruberi 0.51 3.68 * [45]
Plasmodium yoelii 0.25 0.28 * [64]
Homo sapiens 0.02 0.01 * [69]

*: No reportado.

El valor de Vmax de 16.264 umol*min**mg?, que se obtuvo de la dependencia de la
velocidad de reaccion de la concentracion de G3P, se utilizé para calcular la constante
catalitica Kca, dando como resultado 39.06 s (Anexo E), valor que difiere del de M.
tuberculosis (Keat = 188.33 s?) [59], lo que sugiere, que la enzima Mtb-GAPDH de M.
tuberculosis convierte un mayor nimero de moléculas de G3P a 1,3-bisfosfoglicerato en un

segundo, en comparacion con la enzima GIGAPDH-I de G. lamblia.

7.7 Estructura secundaria y estabilidad térmica de la GIGADPH-I por
dicroismo circular (CD).

El ensayo de CD se realiz6 para determinar la estructura secundaria de la proteina
GIGAPDH | recombinante. Los espectros obtenidos mostraron una absorciébn minima de
208 nm a 222 nm, lo que indica que la proteina GIGAPDH consiste en a-hélices y hojas 8.
Sin embargo, el pico de absorcién negativo mas alto se observé a 218 nm en la region de

UV lejano (llustracion 19), que es caracteristico de las proteinas ricas en hojas 3 [59]. Este
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mismo perfil de espectro se mostré en la GAPDH de Thermotoga maritima y Lactobacillus

acidophilus, con picos de absorcién a 220 y 215 nm, respectivamente [74],[75].
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llustracion 19. Espectro de dicroismo circular, longitud de onda (nm) vs elipticidad molar.

De igual manera, aprovechamos la técnica de CD para determinar la estabilidad térmica
global de la proteina GIGAPDH-I, lo cual se logré6 monitoreando los cambios en la elipticidad
(¢) @ 218 nm en la estructura de la proteina (pico negativo mas alto) a través del aumento
gradual de temperatura (desde 20 °C a 90 °C). Como se observa en la llustracion 20, se
obtuvieron espectros de estabilidad térmica de CD, lo que permiti6 calcular la temperatura
(Tm) a la que se desplegaron la mitad de las a-hélices. El valor de Tm para la GIGAPDH-|
fue de 54 °C, que fue menos estable que la temperatura descrita (60 °C) para la GAPDH
de L. acidophilus [75].
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llustracion 20. Espectro de estabilidad térmica, T (°C) vs fraccion desplegada.
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7.8 Estabilidad de la proteina GIGAPDH-I en presencia de Gdn-HCI.

Se llevé a cabo un ensayo para evaluar la estabilidad de la proteina GIGAPDH-I en
presencia de Gdn-HCI. Este compuesto es un agente caotrépico y es uno de los mas
utilizados en estudios fisicoquimicos para observar su efecto sobre proteinas, como
desnaturalizacion, estabilidad, desplegamiento y plegamiento [76]. La proteina se incubd
con diferentes concentraciones de Gdn-HCI (0 a 0.5 M), se observo (llustracion 21) que, a
medida que aumenta la concentracion de Gdn-HCI, hay una disminucién sigmoidea de la
actividad residual de la GIGAPDH-I; mientras que a 0.5 M la pérdida de actividad fue muy
lenta, hasta inhibirse como se ha descrito previamente [77]. A 0.15 M, la actividad disminuy6
al 35%, y el valor [C ¥2] fue 0.12 M, este ultimo valor difiere del reportado de Thermotoga
maritima de 2.4 M [74], lo que podria sugerir que la proteina GAPDH de G. lamblia es méas

susceptible a desplegarse con Gdn-HCI que la proteina de T. maritima.
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llustracion 21. Perfil de estabilidad de GIGAPDH-I.

7.9 Anaélisis estructural mediante fluorescencia intrinseca de la GIGAPDH-I.

Para determinar si la pérdida de actividad con Gdn-HCI se debié a cambios estructurales
de la proteina GIGAPDH-I, se realizaron ensayos de fluorescencia intrinseca de los tres
residuos de triptéfano contenidos en la proteina (por cada monémero). Para ello, la proteina
se incubd con diferentes concentraciones de Gdn-HCI (0 a 0.5 M). Los resultados del
espectro obtenido de fluorescencia intrinseca (llustracion 22) muestran que la proteina a
[0.4 M] Gdn-HCI emitié un pico a 345 nm, con una intensidad maxima de 325 unidades

arbitrarias (a.u).
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llustracion 22. Espectro de fluorescencia intrinseca, longitud de onda (nm) vs Intensidad de fluorescencia (a.u).

Estos resultados sugieren que un aumento en la intensidad maxima de la sefial de

fluorescencia intrinseca de la GIGAPDH-I puede deberse al hecho de que la proteina entré

en contacto con Gdn-HCI, ya que a medida que la concentracion de Gdn-HCI se incrementé

de 0 a 0.4 M, la intensidad de la fluorescencia aumenté (llustracion 23), contrario a lo

reportado para la GAPDH [77]. Esto puede sugerir que la estructura de la proteina se

desplegd vy los tres residuos de triptéfano por monémero en la proteina se expusieron al

medio ambiente.

llustracion 23. Efecto sobre la fluorescencia intrinseca a diferentes concentraciones de Gdn-HCI.
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7.10 Modelado por similitud de la proteina GIGAPDH-I

Debido a que no existe reporte de la estructura secundaria de GIGAPDH-I se decidio
obtener una prediccion de la proteina usando el servidor PSIPRED (llustracién 24). El
resultado reveld que la estructura contiene 13 hélices a, 17 laminas 3 y 28 conformaciones
en helicoide. El modelo obtenido para GIGAPDH-I esta de acuerdo con lo observado en el
ensayo de CD (estructura secundaria), donde se observd un pico de absorcién negativo

mas alto a 218 nm (ilustracion 19), caracteristico de las proteinas ricas en hojas £.
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llustracion 24. Prediccion de la estructura secundaria de GIGAPDH-I obtenido con el programa PSIPRED.
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Al realizar un BLAST de la proteina y realizar la busqueda en el protein data bank (PDB)
para identificar los homdlogos, los resultados revelaron 116 secuencias con mas del 40%
de identidad. Las estructuras que exhibieron la mayor identidad con GIGAPDH fueron,
GAPDH de Cryptosporidium parvum con 61.8% (PDB 1VSU) [78], GAPDH de Homarus
americanus con 61.5% (PDB 1GPD) [79], GAPDH de Panulirus versicolor con 61.5% (AP
1CRW) [80], GAPDH de Homo sapiens con 60.8% (PDB 1ZNQ) [81] y GAPDH de Bos
Taurus con 60.2% (AP 4059) [82]. Por lo tanto, se seleccioné la estructura cristalina de
Cryptosporidium parvum [78] (rayos X, 2.2 A) para generar el modelo GIGAPDH-I, ya que
present6 el mayor porcentaje de identidad y cobertura en secuencia del 99%.

El modelo se gener6 con el software Modeller 9.24® y en la estructura que se obtuvo de la
proteina GIGAPDH-I se observdo en UCSFChimera, con una regién conservada de 10
residuos (numero de aminoécidos 150-ASCTTNCLAP-159), resaltados en amarillo,
llustracion 25.

llustracion 25. Estructura de la proteina GIGAPDH-I obtenida con el software UCSFChimera, fragmento
conservado de 10 residuos en amarrillo.

Para confirmar el modelo obtenido, se realiz6 un alineamiento entre GIGAPDH-I (prediccion
de estructura) y CpGAPDH de Cryptosporidium parvum (PDB 1VSU) usando el programa
UCSFChimera, donde se obtuvieron las medidas de similitud estructural, con valores de
RMSD de 0.444 A para 320 atomos de Cq (llustracion 26) y un Q-score de 0.918 con dicho
programa.
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llustracion 26. Alineamiento estructural entre GIGAPDH-1 y CoGAPDH con UCSFChimera.

El plot (gréfico) de energia calculada con UCSFChimera de los residuos de aa sugirié que
todos los residuos tenian poca energia, excepto algunos (=30) (Anexo 1-F). Para el andlisis
estructural del modelo seleccionado se obtuvo un gréfico de Ramachandran (llustracion
27), el cual revel6 que el 90.4% de residuos se encontraban en las regiones mas
favorecidas, el 7.5% en regiones permitidas adicionales, el 1.4% en regiones permitidas
generosamente y 0.7% en regiones no permitidas (Anexo 2-F, estadisticas de
Ramachandran).

WAL 240
o oa

Psi (degrees)

Phi (degrees)

llustracion 27. Grafico de Ramachandran del modelo seleccionado para GIGAPDH-I.
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El sitio de union del sustrato se predijo a partir de la estructura PDB de Geobacillus
stearothermophilus (GsGAPDH), que se co-cristalizdé con el sustrato G3P y la coenzima
NAD+ (PDB 1NQO) [83]. Entonces, para predecir el sitio de unién de NAD+ y G3P en el
modelo de GIGAPDH-I se superpuso con la de GsGAPDH usando UCSFChimera 1.14, para
lograr identificar los aminoacidos involucrados en ambos sitios de union. Para G3P, los
residuos del sitio de unién clave identificados fueron Thrl53, His179, Thr182, Aspl89 y
Arg234, mientras que para NAD+, los residuos del sitio de union identificados fueron Asng,
Arg12, Pro35, Phe36, Thr37, Thr98, Phel0l, Serl21 y Asn316 (llustracién 28).

llustracion 28. Identificacion de aa involucrados en los sitios de union para G3P y NAD+ en GIGAPDH-I, usando
UCSFChimera.

7.10.1 Alineamiento de secuencia y estructura entre GIGAPDH-1 y HsGAPDH

Con la finalidad de considerar que la GIGAPDH-I de G. lamblia pudiese ser empleado como
posible candidato en el disefio de farmacos, se realiz6 un alineamiento de secuencia y
estructura de la proteina GIGAPDH-I y la proteina GAPDH de Homo sapiens (HsGAPDH).

En el alineamiento de ambas secuencias, empleando Mview se obtuvo un 59.8 % de
identidad, la enzima GIGAPDH-I esta compuesta por 336 aa, a diferencia de HSGAPDH que
contiene 338 aa, se encontraron ocho motivos (de aa) caracteristicos en las GAPDHs
(llustracion 29, recuadros amarillos), presentes en otros organismos como Caenorhabditis
elegans [54], Fasciola hepatica [63] y Fasciola gigantica [67]. La mayor conservacion de
estas regiones se encontré en la HsGAPDH, mientras que en la secuencia de GIGAPDH-I
varios de esos aa difieren en las regiones indicadas (recuadros amarillos), también se

observaron diferencias en los 24 aa que forman el loop-S (indicado con asteriscos),
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caracteristico de las GAPDH. La secuencia de aa que mostré similitud entre ambas

proteinas fue la del sitio activo (recuadro rojo), incluida en uno de los motivos identificados.
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llustracion 29. Alineamiento se secuencias (GIGAPDH-I y HSGAPDH), en Jalview.

La estructura 3D previamente obtenida (ilustracion 25) también se comparé con la de la
proteina GAPDH de Homo sapiens (HsGAPDH), al alinear dicha estructura del cristal de
HsGAPDH (PDB 1ZNQ), se obtuvo un valor RMSD de 0.895 A para 319 atomos de Cq

(llustracion 30), y con un Q-score calculado de 0.835.

El valor de distancia RMSD indica la diferencia estructural entre ambas topologias, de modo
gue cuanto menor sea el valor RMSD de comparacién de dos estructuras mayor sera la
similitud entre ellas. Con base en la RMSD obtenida del alineamiento de la proteina
GAPDH-I de G. lamblia con la HsGAPDH de H. sapiens, se encontrd que era un valor alto,
por lo tanto, la similitud entre proteinas es baja, por lo que podria proponerse como un
blanco farmacolégico conforme a la predicciéon de los valores obtenidos, similar como en

otros parasitos patdégenos [84]-[86].
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llustracion 30. Alineamiento estructural de GIGAPDH-I y HSGAPDH por UCSFChimera.

Por su parte, un estudio mas detallado de la estructura generada en este proyecto en
conjunto con la secuencia, podria revelar la identificacion de residuos clave no conservados
en los sitios de unién de ligandos, y al ejercer mutaciones o inhibiciones en estas regiones
posiblemente se desencadenarian cambios en la estructura y funcionalidad de la
GIGAPDH-I, respaldado a dichas regiones no conservadas como un nuevo potencial

objetivo farmacolégico similar a otras enzimas metabdlicas [38], [87], [88].
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8 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se alcanzan las siguientes conclusiones:

1.

De acuerdo a andlisis bioinformaticos, se confirmo6 que la proteina GIGAPDH-I de
Giardia lamblia a pesar de ser un eucariota primitivo contiene las mismas regiones
conservadas caracteristicas de las GAPDH, a diferencia de la proteina GIGAPDH-II
gue no contiene estas regiones conservadas.

Los datos de masa molecular nativa obtenidos revelaron que la proteina GIGAPDH-
| es un tetrdmero, formado por subunidades de aproximadamente 36 kDa.
GIGAPDH-I mostré propiedades bioguimicas similares a otras GAPDHs
caracterizadas, como un amplio rango de pH y una afinidad por el sustrato G3P y la
coenzima NAD+, que se ajustan a la curva de Michaelis-Menten.

La estructura 3D generada de GIGAPDH-I permitié analizar y confirmar que esta
proteina contiene aminoacidos esenciales de las regiones correspondientes al sitio
catalitico del sustrato G3P y la coenzima NAD+.

Conforme al modelo generado de la proteina GIGAPDH-I se observd que es
diferente en secuencia y estructura con respecto a la humana, por lo que puede ser
considerada como un candidato para el disefio de moléculas frente a Giardia

lamblia.
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9 PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo permitirdn realizar mas estudios que incluyan ensayos con
GIGAPDH-I usando farmacos existentes 0 que esta proteina sirva como modelo para el
disefio de nuevas moléculas para su inhibicién. Incluso el analisis bioinformatico mediante
docking, también permitiria la busqueda de nuevos compuestos que sean empleados para
inhibir la actividad de GIGAPDH-I.

En la misma linea, se podrian realizar estudios de silenciamiento del gen gapdh-I, mediante
ARN de interferencia, que al disminuir la expresion de dicho gen, sus efectos en el
metabolismo de G. lamblia generarian conocimiento celular/molecular si es esencial sobre
el parasito, revelando asi que el gen y la proteina que codifica es un potencial objetivo

farmacologico de este parasito.

En otra perspectiva, estudios de mutagénesis en regiones no conservadas de GIGAPDH-I,
podrian generar alteraciones estructurales que a su vez afecten la actividad enzimatica de
dicha proteina en el parasito, y asi sentar las bases para el desarrollo de moléculas dirigidas

a regiones clave no conservadas en la proteina GIGAPDH-I.
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11 ANEXOS

Anexo A

Medios de cultivo

Medio de cultivo para Giardia lamblia ATCC 50803.

Tabla 8. Formulacion del medio de cultivo TYI-S-33 para Giardia lamblia ATCC 50803.

Medio TYI-S-33 (g/L)

Bilis 0.5
Tripticasa 20
Extracto de levadura 10
Dextrosa 10
Cloruro de sodio NaCl 2
L-cisteina 2
Acido ascérbico 0.1
Citrato férrico amoniacal 0.023
Fosfato monobasico 0.6
Fosfato dibasico 1

Nota: Se suplementé con suero bovino fetal al 10% (GIBCO Lifetechnologies).

Caldo Luria Bertani (LB) para Escherichia coli.

Tabla 9. Formulacién del caldo de cultivo Luria Bertani.

Caldo Luria Bertani (LB) (g/L)

Triptona 10
Extracto de levadura 5
Cloruro sodico 10

El medio se esterilizé en autoclave durante 15 min a 121 °C.

Nota: Se adiciond una solucién de ampicilina con una concentracion de [100 pg/mL].
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Medio sélido Luria Bertani (ampicilina/IPTG/X-Gal) para Escherichia coli.

Tabla 10. Formulacion del medio solido Luria Bertani.

Caldo Luria Bertani (LB) (g/L)

Triptona 10
Extracto de levadura 5

Cloruro sodico 10
Agar 15

El medio se esterilizé en autoclave durante 15 min a 121 °C.

Nota: Se adicion6é ampicilina con una concentraciéon de [100 pug/mL], IPTG [0.1 M], X-Gal

[50 mg/mL].
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Anexo 1-B.

Modelado de homologia la proteina GIGAPDH-I.
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llustracion 32. Matriz BLOSUM®62.
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Anexo 3-B.
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llustracion 33. Estructura cristalina de la GAPDH de Cryptosporidium parvum.



Anexo C.

BLAST de la secuencia enviada por el IBT- UNAM del plasmido pET3a-GIGAPDH-I que
codifica para GIGAPDH-I.

Sequences producing significant alignments Download Select col ~ show| 10 v | @
[ | selectall 0 sequences selected =

Desulptiun saemiﬁs Namo Sh:::‘é ST:::IQ g:::; vafu. |:Z|:l t‘:; Accession

- - - - - -

D Giardia intestinalis Gly: 3-phosphate dehydrogenase (GLE0803_006687). partial mRNA Giardia intestinalis 1748 1748 88% 00 9764% 1011 XM _001T049%0 1
[ Giardia intestinalis glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gap1) gene, complete cds Glardia intestinalis 1738 1738 88% 00 9745% 178 MES0E2.1
|:| Giardia intestinalis strain W8 glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase gene, partial cds Giardia intestinalis 841 841 42% 00 97.35% 490 KR2972371
[ Auxenochlorella protothecoides hypothetical protein partial mENA Auxenochlorella ... 171 171 27%  2e-37 76.19% 450 XM_011397729.1
] Auxenochlorella protothecoides Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic partial mRNA Auxenochlorella ... 171 171 26%  2e-37 76.59% 2067 XM 0113977281

& Downloadv  GenBank Graphics

Giardia intestinalis Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GL50803_006687), partial nRNA
Sequence ID: XM_001704990.1 Length: 1011 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 1011 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1748 bits(946) 0.0 993/1017(98%) 11/1017(1%) Plus/Plus

Query 112  ATGCCTATTCGCCTCGGAATCAACGGGTTCGGCCGCATCGGCAGGATGGCCCTGAGGGCG 171

[LLLLELLLEETE R EE L EL LR EE LR L LT
Sbjct 1 ATGCCTATTCGCCTCGGAATCAACGGGTTCGGCCGCATCGGCAGGATGGCCCTGAGGGCG 60

Query 172  TCTCTGAACATCGACGGCGTCCAGGTTGTCGCGATCAACGACCCCTTCACGGACTGTGAG 231

I|II|I|II|II|II|II|II|II|II|II|II|I|IIIlI|lII|I||I||I|II|I||

Sbjct 61 TCTCTGAACATCGACGGCGTCCAGGTTGTCGCGATCAACGACCCCTTCACGGACTGTGAG 120

Query 232  TACATGGAGTACATGCTCAAGTACGATACGGTGCACGGGCGCTTTGACGGCACCMTCGCC 291

COLLLELELECELEEL T L EE L L L L EEE L ELLEE L LEET L] T ]
Sbjct 121  TACATGGAGTACATGCTCAAGTACGATACGGTGCACGGGCGCTTTGACGGCACCATCGCC 180

Query 292  CACTCTGAAGACTCCATAACGGTCAATGGGAACAAGATCTCTGTCTTCAAGTCTATGAAG 351
CLLLEEELEEEELEEEEEEEEEEEL L L LR EELEEE Ll

Sbjct 181 CACTCTGAAGACTCCATAACGGTCAATGGGAACAAGATCTCTGTCTTCAAGTCTATGAAG 248

Query 352  CCCGAGGAGATCCCATGGGGCAAGACCCAGGTGGACATTGTGCTCGAGTGTACAGGTCGC 411
CLCCLELELELEEEE L EE L C L EEL L L LT L LT ]

Sbjct 241  CCCGAGGAGATCCCATGGGGCAAGACCCAGGTGGACATTGTGCTCGAGTGTACAGGTCGC 300

Query 412  TTTACAACGAAGAAGGATGCTGAGCTCCATATCACCGGCGGCTGCAAGCGTGTCATCATC 471
LLLLERLELEELELL L LU L LT L LR L L L LT ELLLELET L L

Shi-+  2A1 ACGCAMCANGEA CECCECTEOAANCOCTETOATOAT Rt

llustracion 34. BLAST del plasmido pET3a-HisTEV que codifica para GIGAPDH-I.
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Anexo D.

Masa molecular y punto isoeléctrico tedricos de la proteina GIGAPDH-I, calculados con la

herramienta Expasy®.
Expasy*“
Compute pl/Mw
ASBSP4_GIAIC (ASBBSP4)

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.2.1.12)

Giardia intestinalis (strain ATCC 50803 / WB clone C6) (Giardia lamblia)

The computation has been carried out on the complete sequence (336

amino acids).

Molecular weight (Da): 36335.84 (average mass), 36312.14 (monoisotopic mass)

Theoretical pl: 6.58

llustracion 35. Peso molecular (DA) y punto isoeléctrico teérico de GIGAPDH-I, Expasy®.

Anexo E

Vmax y Km de G3P obtenida del programa Origin 8.0®.

B Origin 8 - C:\Users\lei_I\Desktop\G2P - /Folderl/ - [Book]
ﬁFile Edit View Plot Column Worksheet Analysis Statistics Image Tools Format  Window Help

OB

bbbkl fdcedl =% &8 BE & |uBFPa | EE

T Default: A 1] _ 1] 1] 1] o
i
=l | |
ls [:|G3P &, 1 |= ML FIE(HI) (16/06/2021 17:51.59)
.43 Folder! = Nofes
Description | WL Fit
User Name | lei_|
+ Operation Time | 16/06/2021 17:51.59
Maodel | Hill
‘ Equation | y=Vmax"ni(k*n+x*n)
Report Status | New Analysis Report
7] + Input Data
A - Parameters
Valug Standard Error
Vmax 16.26455 1.52426
T Vo Kk 041316 0.08562
)‘ n 1 0
/‘ Iterations Parformed = 6
O, olerance criterion satisfied.
Some parameter values were foeed.
MName T. V M. C. D o
$HBook] W, | 16. 1. 3 7 Swalslcs 7
Qc'aph‘ G b 16 T O Mumber of Paints 8
HHrabler Wb 6. 1. 0 Degrees of Freedom 6
Reduced Chi-Sar 0.35894
Residual Sum of Squares 233364
Adj. R-Square 0.97186
Fit Status Succeeded(100)
Fit Status Code :
= 100 : Fit converged

llustracion 36. Vmax y Km de G3P, Origin 8.0®.
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Vmax y Km de NAD+ obtenidas del programa Origin 8.0®.

Bl Origin 8- C:\Users\lei_\Desktop\NAD+ - /Folderl/ - [Book1]
ﬂﬂ;]FiIe Edit View Plot Column Worksheet Analysis Statistics Image Tools Format Window Help

OB behhl fesEHb a2 & BE & ABERa @
B Default: A 0 —_ 0 ] 1]
§ 3
il |
It | €2 NaD- # Input Data
{Zq Folderl = Parameters
Value | Standard Error
Ymax 8.16616 0.91065
+ Vo k 002862 0.01176
, n 059557 0.15969

Iterations Performed = 7
Total lterations in Session=T
Fit converged - tolerance criterion satisfied.

: = Siafisfics
Vo
Mumber of Points 12
T Degrees of Freedom 9
Vs Reduced Chi-Sqr 0.16505
/‘ Residual Sum of Squares 1.48541
4 Adj. R-Square 0.9277
EL Fit Status | Succeeded(100)
MName T. V M. C. D. Fit Status Code :
ﬁ Bookl Wb 16 1. 3 109 : Fit converged

llustracion 37. Vmax y Km de NAD+, Origin 8.0®.

[E]r= 0.00115 mg

144 000g_ 144 mg

mol umol

PM (tetramero)= 144 kDa =

Vmax= 16.264 pmol*min-**mg*
[E]+= 0.00115 mg [222°] =7.98 x 106 umol
e Il mg =" H

En 1 mg de proteina:

[7.98 X 10—6 pmol
0.00115 mg

1m ]= 6.94 x 10 umol

1 -1

*mg
[ElT 6.94 x 10—3 pmol*mg~1

Vmax  16.264 pmolxmin™

Kcat= = 2343.52 min''= 39.06 s



Anexo 1-F

La gréafica de energia calculada con UCSFChimera de los residuos de aminoé&cidos del
modelo seleccionado para GIGAPDH-I.

0.00E+00
Q 50 100 150 200 250 300 350

-1.00E-02
-2.00E-02

g 3.00E-02 =m=template

==4=model

-4.00E-02

-5.00E-02

-6.00E-02

Position

llustracion 38. Gréfica de energia de los residuos de aa, Energia proteica optimizada discreta (DOPE) vs

Posicion.

Anexo 2-F
Estadisticas de Ramachandran.

No. of

residues %-Tage
Most fawvoured regions [A,B,L] 264 S0.4%
Additional allowed regions [a,b,l,pl] 22 7.5%
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~pl 4 1.4%
Disallowed regions [XX] 2 0.7%%
Non-glycine and non-proline residues 292 100.0%

llustracion 39. Estadisticas de Ramachandran.
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