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RESUMEN

Giardia intestinalis es un protozoario parasito del humano causante de la giardiasis. La
transmision de este parasito ocurre mediante la ingestion de quistes, en agua o alimentos
contaminados, mientras que la infeccion del epitelio intestinal se lleva a cabo por la forma
vegetativa, el trofozoito. El parasito causa dafios graves a nivel de duodeno e induce una
modulacién de la respuesta inmune del hospedero, dando lugar a un cuadro clinico
caracterizado por: diarrea recurrente con o sin vomito. El citoesqueleto en este
microorganismo es determinante para llevar a cabo el ciclo de vida, el cual esta
conformado por microtubulos, microfilamentos y no tiene filamentos intermedios, ni
proteinas relacionadas. Varias proteinas candnicas de eucariontes estan ausentes en
este parasito, entre ellas las de union al citoesqueleto; sin embargo, las funciones
asociadas si estan presentes en este organismo. Recientemente se descubrid una
proteina capaz de unirse tanto a los filamentos del citoesqueleto de microtubulos como a
los microfilamentos, denominada CLP259. Aunque se observoé una interaccion fuerte con
actina, esta union aun no esta caracterizada. Del mismo modo no se han descrito
completamente los posibles dominios dentro de la secuencia de CLP259 ni proteinas
similares dentro del proteoma de G. intestinalis. El objetivo de nuestro trabajo fue
determinar, desde el punto de vista bioinformatico, las caracteristicas estructurales de
CLP259 y de su interaccién con actina, asi como poder detectar proteinas similares a
CLP259 aun no reportadas en la literatura. En este estudio obtuvimos que CLP259
presenta tres repetidos de anquirina en la regién N-terminal, tiene una region homdloga
a proteinas de mantenimiento estructural del cromosoma (SMC) y en su secuencia se
encuentran varias regiones coiled-coil y regiones de desorden. Ademas, las
modificaciones postraduccionales que puede sufrir son: glicilaciones, forsforilaciones y
miristoilaciones. Por otra parte, encontramos y caracterizamos proteinas de G. intestinalis
que también presentan repetidos de anquirina y homologia a SMCs, las cuales no se
habian descrito hasta el momento en este parasito. Finalmente se determiné que la
interaccién entre actina y CLP259 puede ser mediada por otras proteinas. Concluimos
que dentro del proteoma de G. intestinalis existen varias proteinas con repetidos de

anquirina y posiblemente pertenecientes a la familia de proteinas SMCs, entre ellas



CLP259, las cuales pudieran tener funciones similares en este parasito; por otra parte, la

interaccién actina-CLP259 pudiera ser una interaccion indirecta.

Palabras Clave: Giardia intestinalis, proteinas SMC, repetidos de anquirina, actina,
CLP259, bioinformatica.



ABSTRACT

G. intestinalis is a parasitic protozoan that affects humans, causing the disease known
as giardiasis. The transmission of this parasite occurs through the ingestion of cysts, either
by contaminated water or by food, while the infection of the intestinal epithelium is carried
out by trophozoites, the vegetative form. The parasite causes serious damage to the
duodenum and induces a modulation of the host's immune response, giving rise to a
clinical picture characterized by the presence of recurrent diarrhea and / or vomiting. The
cytoskeleton in this microorganism is decisive to carry out the life cycle; the cytoskeleton
is made up of microtubules and microfilaments, but it has no intermediate filaments or
related proteins. Several canonical proteins present in eukaryotes are absent in this
parasite, among them those that bind to the cytoskeleton. However, the cytoskeleton
associated functions are present in this organism. Recently, a protein capable of binding
both the microtubule and actin cytoskeleton was discovered, called CLP259, although a
strong interaction with the actin cytoskeleton was observed, this binding is not
characterized. Likewise, the possible domains within the CLP259 sequence and similar
proteins within the G. intestinalis proteome are not fully described. The objective of our
work was to determine, trough bioinformatics, the structural characteristics of CLP259 and
the characteristics of its interaction with actin, as well as to search for proteins like CLP259
not yet reported in the literature. In this study, we found that CLP259 has three ankyrin
repeats in the N-terminal region, presents a region homologous to chromosome structural
maintenance proteins (SMC), and in addition, it contains several coiled-coil regions and
as well as disorder regions along its sequence. Moreover, we detected glycilations,
forsphorylations and myristoylations. On the other hand, we found and characterized G.
intestinalis other proteins also presenting ankyrin repeats and homology to SMCs, which
in this parasite, had not been described so far. Finally, considering our analysis, it is
possible that other proteins could mediate the interaction between actin and CLP259. As
a conclusion, we can say that within the G. intestinalis proteome there are several proteins
with ankyrin repeats and possibly belong to the SMCs family, among them CLP259, which
could have similar functions in this parasite; on the other hand, the actin-CLP259

interaction could be an indirect interaction.



1. INTRODUCCION

1.1 Descubrimiento

La primera descripcién de un integrante del género Giardia ocurrio en el ano 1682, por
Antony Van Leeuwenhoek, al examinar bajo el microscopio muestras de una
evacuaciones diarréica. Leeuwenhoek notifico a la Royal Society su observacion y en su
carta describia microorganismos como “Animaculos moviles”, con cuerpos mas largos
que anchos, aplanados y con varios pies (flagelos). Este es el primer registro de un
protozoo parasitico y Leeuwenhoek, fue el primero en reportar un protozoo en humanos
(Dobell, 1920). Después, en 1859 ocurre una segunda descripcion de Giardia, por Vilém
Lambl, médico sueco quién describiéo un flagelado intestinal en muestras de heces
humanas. Lo catalogd en el género Cercomonas y lo denominé Cercomonas intestinalis
(Adam, 2001; Thompson et al., 2011). En los afios posteriores, los reportes de estos
microorganismos intestinales continuaron; no so6lo se detectaron en humanos, sino
también en otros vertebrados. Davaine en 1875 describié en el conejo una forma de
Giardia que llamo6 Hexamita duodenalis (Thompson et al., 2011). En 1879, Grassi observo
un microorganismo intestinal en roedores, el cual denomind Dimorphus muris (Adam,
2001). Kunstler, en 1882 y 1883, describio un flagelado en el intestino de renacuajos de
anfibios anuros que llamé Giardia y a partir de este reporte se establecié el nombre
genérico para este tipo de microorganismos (Thompson et al., 2011). No obstante, en
1888, Blanchard sugirié que el nombre genérico deberia ser Lamblia, en conmemoracion
al médico checo Vilém DuSan Lambl, quién hizo la primera descripcion precisa del
parasito (Adam, 2001). La denominacion de género Lamblia permanecio hasta el afo
1914, cuando Alexeieff planted establecer Lamblia y Giardia como sindbnimos. Asi quedo
establecido “Giardia” como designacion de género para este parasito flagelado (Plutzer
et al., 2010). Desde entonces, se han descrito varias especies de Giardia tanto en

humanos como en otras especies de vertebrados.



1.2 Taxonomia

Giardia spp pertenece al Reino Protista, Subreino Excavata, Filo Metamonada, Subfilo
Trichozoa, Superclase Eopharyngia, clase Trepomonadea, subclase Diplozoa, orden
Diplomonadida y la familia Hexamitidae (Plutzer et al., 2010; Thompson et al., 2011) Los
miembros de esta familia son protozoos flagelados con cuatro pares de flagelos,
diplozoicos, que poseen dos nucleos diploides similares, transcripcionalmente activos.
Giardia no tiene aparato de Golgi, peroxisomas ni mitocondrias, pero si tienen mitosomas,
organelos considerados remanentes de mitocondrias que conservan los clusters Fe-S.
La caracteristica distintiva de Giardia spp usada para diferenciarla de otros miembros de
la misma familia, es el disco ventral adhesivo y el cuerpo medio (Adam, 2001; Thompson
etal., 2011))

1.3 Especies, ensamblajes y subensamblajes

El numero de especies dentro del género Giardia fue un aspecto controversial durante
muchos afos; mientras que algunos investigadores sugerian nombres de especies
basados en el huésped de origen, otros se centraban en la morfologia del parasito (Adam,
2001). En el ano 1952, Filice publicé una descripcion morfolégica detallada de Giardia 'y
planted que la denominacién de especies basado en el hospedero era poco valiosa desde
el punto de vista taxonémico, estableciendo que los caracteres morfolégicos eran de
mayor confiabilidad a la hora de diferenciar especies (Plutzer et al., 2010), por lo que
propuso dividir las especies descritas en el género en tres grupos morfolégicamente
diferentes, considerando la forma del cuerpo medio y el tamafo del trofozoito. Asi,
propuso el uso de los nombres de las especies G. duodenalis, G. muris y G. agilis (Plutzer
et al., 2010).

El primer grupo de organismos, G. duodenalis, comprendia especies con trofozoitos
en forma piriforme con un cuerpo medio distintivo en forma de “garra” (Fig. 1), que

infectan a una variedad de mamiferos, incluidos los humanos.
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Figura 1. Dibujo de la morfologia del trofozoito y el quiste de G. duodenalis, G. muris y G. agilis. Tomado de
Thompson, 2004.

Posteriormente, al menos 20 especies identificadas en mamiferos y algunas en aves
se ubicaron en el grupo G. duodenalis (Thompson et al., 2004). Los miembros del
segundo grupo G. muris, principalmente infectan a los roedores, se caracterizaron por
tener cuerpos medios redondeados y la forma del trofozoito es mas redonda, (Thompson
et al., 2004) (Fig. 1); mientras que los miembros del grupo G. agilis presentan cuerpo
largo y estrecho, los discos adhesivos son relativamente cortos, los cuerpos medios son
alargados en forma de garrote, y so6lo han sido aislados de anfibios (Fig. 1) (Thompson
etal., 2011).

Sin embargo, aunque durante mucho tiempo, dicha agrupacion sirvié para mantener
ubicada a la mayoria de las especies de Giardia spp, posteriormente se descubrieron dos
especies que no encajaban estrictamente en alguna de estas agrupaciones: Giardia
psittaci descrita en periquitos (Erlandsen et al., 1987) y Giardia ardeae (Erlandsen et al.,
1990). Giardia psittaci presenta una morfologia similar a G. duodenalis, pero carecen por
ejemplo, del surco marginal que si esta presente en el grupo duodenalis. Por su parte
Giardia ardeae comparte caracteristicas morfolégicas con G. duodenalis y G. muris
(Erlandsen et al., 1990). Otra especie reportada 1988 por Feely que también infecta a los
mamiferos es G. microti (Adam, 2001). Esta nueva especie se ha identificado en varios
roedores y fue descrita basandose en la morfologia del quiste, el cual contiene en su



interior dos trofozoitos diferenciados, con discos ventrales maduros, mientras que el
quiste de G. duodenalis contiene un solo trofozoito carente de disco ventral. Actualmente
ya no se emplea el agrupamiento propuesto por Filice, s6lo quedaron establecidas seis
especies y siete agrupamientos genotipicos o ensamblajes (Adam, 2001) (Tabla I).

Un aspecto para destacar es que el nombre de la especie G. lamblia fue aceptado
ampliamente durante la década de 1970, posteriormente, en la década de 1980, se uso6
el nombre G. duodenalis y en la década de 1990, otro grupo investigadores propuso el
nombre G. intestinalis (Adam, 2001). Por lo anterior, los nombres intestinalis o lamblia se
utilizan a menudo como sindnimos, particularmente para aislados de origen humano. Esto
parece basarse mas en motivos de preferencia que en motivos taxonémicos (Thompson
etal., 2011).



Tabla I. Especies del género Giardia y ensamblajes genotipicos (Plutzer et al., 2010; Thompson et al., 2011; Heyworth, 2016;

Zhangxia et al., 2018).

Dimensiones del
Especie Hospedero Caracteristicas morfologicas trofozoito largo/ancho
(pm)

G. duodenalis (= ensamblaje A) Animales domésticos y Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Leeuwenhoek, 1681; Lamb, 1859) salvajes, cetaceos y humano cuerpo medio en forma de garra.
(Homan, 1992; Mayrhofer, 1995; Karanis y Ey,
1998)
G. agilis Anfibios Trofozoitos largos y estrechos con  20-30/4-5
(Kunstler, 1882, 1883) cuerpo medio en forma de maza.
G. muris Roedores Trofozoitos  redondeados con 9-12/5-7
(Grassi, 1879) cuerpo medio redondos.
G. ardae Aves Trofozoitos redondeados, con 10/6.5
(Noller, 1920; Erlandsen et al., 1990) muesca prominente en disco

ventral y flagelo caudal

rudimentario. Cuerpo medio

redondo, ovalado, en forma de

garra.
G. psittaci Aves Trofozoitos en forma de pera, sin 14/ 6
(Erlandsen y Bemrick, 1987) bridas ventrolaterales. Cuerpo

medio en forma de garra
G. microti Roedores Trofozoitos similares a G. 12-15/6-8
(Feely, 1988) duodenalis. Los quistes maduros

contienen trofozoitos

completamente diferenciados.
G. enterica (= ensamblaje B) Humanos y otros primates, Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Homan, 1992; Mayrhofer, 1995) perros y algunas especies de cuerpo medio en forma de garra.

animales salvajes
G. canis (= ensamblaje C/D) Perros y otros canidos, cerdos, Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Meloni y Thompson, 1987; Monis et al., 1998) cetaceos, canguros cuerpo medio en forma de garra.
G. cati (= ensamblaje F) Gatos, cetaceos y cerdos Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Monis et al., 1999) cuerpo medio en forma de garra.
G. bovis (= ensamblaje E) Ganado y gatos Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Monis et al., 1999) cuerpo medio en forma de garra.
G. simondi (= ensamblaje G) Ratas Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Monis et al., 1999) cuerpo medio en forma de garra.
Ensamblaje H Trofozoitos en forma de pera con 12-15/6-8
(Gaydos ef al., 2008; Lasek-Nesselquist et al. Focas y gaviotas cuerpo medio en forma de garra.
2010)
; Morfologia basada en el quiste, el 12.68/7.88

G. peramelis ,
(H”ﬁnan et al., 2016) Quenda (/soodon obesulus) cual es morfolégicamente igual al

de G. duodenalisy G. muris
G. cricetidarum Hamsteres Trofozoito son generalmente 12-18/8-12

(Zhangxia et al., 2018)

mas grande y robusto que las otras
especies.




1.3.1 Ensamblajes genotipicos de G. intestinalis (syn. duodenalis, lamblia)

A medida que fueron avanzando las técnicas moleculares se detect6é que muchos
individuos morfolégicamente idénticos a G. intestinalis y que en sus inicios se
consideraron individuos de dicha especie con capacidad de infectar a diferentes
hospederos, presentaban numerosas diferencias genotipicas. Las técnicas empleadas
para determinar dichas diferencias fueron inicialmente la electroforesis enzimatica o
cromosomica y posteriormente se introdujo el uso de la PCR, empleando como dianas
genes que codifican B-giardina (bg), triosa fosfato isomerasa (tpi), la subunidad pequefa
de DNA ribosémico (ssu-DNAr), las regiones de transcripcion interna (ITS1-2), la
glutamato deshidrogenasa (gdh), el factor de elongacion 1-alfa (ef-1), los genes GLORF-
C4 y recientemente, la regidén espaciadora del RNAr intergenémico (Cacci6 et al., 2010;
Thompson et al., 2011, 2016). El andlisis génico de todas estas dianas moleculares ha
llevado a identificar ocho genotipos distintos o ensamblajes, identificados con las letras
A alaletra H (Tabla I) (Heyworth, 2016; Ortega-Pierres et al., 2018). Al realizarse analisis
filogenético de los ocho ensamblajes, se observé que cada ensamblaje es un linaje
genéticamente aislado, lo cual eliminé que la heterogeneidad entre las copias de genes
o0 las variaciones intragenotipicas, sea la causa de las diferencias (Ortega-Pierres et al.,
2018). Ademas, el hecho de que hay muy poca frecuencia de recombinacion entre los
ensamblajes, permitié establecer entonces a cada ensamblaje como especie diferente:
G. duodenalis para el ensamblaje A, G. entérica para el ensamblaje B, G. canis para el
ensamblaje C y D, el ensamblaje F para G. cati, G. simondi para el ensamblaje G y el
ensamblaje E para G. bovis (Monis et al., 2009; Xu et al., 2012) (Tabla I). A través de la
identificacion de la variacién genética intraespecifica también se ha puesto de manifiesto
la existencia de subgenotipos, los cuales s6lo se han identificado hasta el momento en
G. duodenalis, subgenotipos Al, All y Alll, y G. enterica: subgenotipos Blll y BIV (Monis
et al., 2009). A pesar de los amplios esfuerzos, hasta la fecha no se ha identificado una
correlacion clara para asociar conjuntos especificos con diferencias clinicas, (Ortega-
Pierres et al., 2018). Numerosas investigaciones en humanos asocian al ensamblaje B
con manifestaciones clinicas evidentes de giardiasis y la presencia del ensamblaje A sin
sintomatologia (Gelanew et al., 2007; Puebla et al., 2014; Minetti et al., 2015; Faria et al.,
2017; Ahmed et al., 2019; Wang et al., 2019), aunque contradictoriamente, estudios como
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los de Read et al., 2002 y El-Basha et al., 2016, establecen el ensamblaje A como mas
agresivo que el ensamblaje B (Read et al., 2002; El-Basha et al., 2016). A su vez, también
se ha comprobado la prevalencia del ensamblaje B en nifios menores a 12 afos, y el
ensamblaje A en adultos (Minetti et al., 2015; El-Basha et al., 2016; Ahmed et al., 2019;
Wang et al., 2019), asi como la presencia de posibles combinaciones de ambos
ensamblajes en un mismo individuo, aunque este fendbmeno es de poca incidencia (Singh
et al., 2009; Minetti et al., 2015; Yu et al., 2019; Correa et al., 2020).

Aungue algunos ensamblajes de G. lamblia tengan una amplia gama de especificidad
de hospedero que incluye a los humanos (ensamblaje Ay B), mientras que otros parecen
estar mas restringidos en su rango de hospedero y pueden no presentar un riesgo de
transmision zoondética (ensamblaje C-H), se ha reportado en humanos la presencia de
aislados de G. duodenalis que tienen marcadores genéticos que no corresponden a los
ensamblajes A o B, sino mas bien a ensamblajes C (Soliman et al., 2011; Durigan et al.,
2014, 2017), E (Foronda et al., 2008) o F (Gelanew et al., 2007), los cuales son
considerados ensamblajes especificos de animales y que normalmente no infectan a los
humanos (Sprong et al., 2009). También, los subensamblajes muestran determinada
especificidad por el hospedero, de modo que el subensamblaje Al, abunda méas en
animales domésticos y salvajes que en el humano, lo contrario ocurre para el
subensamblaje All, mientras que el Alll, no se ha detectado en humanos hasta el
momento, presente de mucho mas frecuente en los animales salvajes (Sprong et al.,
2009). Para los subensamblajes Blll y BIV, se encontr6 que han estado presentes en
igual proporcion en el humano, mientras que BIV es mas frecuente en animales que BllI
(Sprong et al.,, 2009). Por lo tanto, los subensamblajes Al, All, Blll y BIV son
potencialmente zoonéticos (Sprong et al., 2009).

1.4 Epidemiologia

Giardia es uno de los patégenos mas comunes asociados a brotes diarréicos (Huang et

al., 2006). La infeccidbn comienza con la ingestion del quiste, el cual, puede provenir tanto
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de agua no tratada como alimentos contaminados (Prystajecky et al., 2015; Koloren et
al., 2016; Abd El-Latif et al., 2020), asi como a través de contacto persona-persona por
via fecal-oral, especialmente a través de individuos con poca higiene (Huang et al., 2006).
Desde el inicio de siglo hasta el 2016, se han reportado mas de 340 brotes de giardiasis
solamente atribuidos a la ingesta de agua contaminada (Rosado-Garcia et al., 2017).
También los animales son considerados un reservorio de la enfermedad (Hoque et al.,
2002; Xiao et al., 2008; Garcia-Cervantes et al., 2017; Rogawski et al., 2017; Godinez-
Galaz et al., 2019). G. intestinalis destaca como una parasitosis preponderante en nifios
entre 1y 12 afos, los cuales, por sus habitos de reconocimiento oral de objetos, son mas
propensos a adquirir el quiste y desarrollar la enfermedad (ECDC, Anual Epidemical
Report; Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Giardiasis Summary Report,
United States).

Segun los datos proporcionados por el centro europeo para el control de enfermedades
(ECDC) para el afio 2017, varios paises de ese continente reportaron una disminucién
de los casos anuales de giardiasis, mientras que otros como Reino Unidos y Espafia
mostraban un aumento (ECDC, Anual Epidemical Report, 2017). En el caso del reporte
del CDC de Estados Unidos, desde 1994 hasta el afio 2018 se observa una disminucion
en general, con tendencia a la estabilizacion desde 2012 (Centers for Disease Control
and Prevention (CDC). Giardiasis Summary Report, United States). Aunque segun los
datos publicados en el sitio web de la Organizacion Mundial de la Salud, desde 1996 no
se ha reportado un brote significativo de diarrea asociado a giardiasis (www.who.int),
varios articulos refieren que aun esta enfermedad continla causando estragos,
particularmente en comunidades de bajos recursos y que carecen de condiciones
adecuadas de higiene (Giraldo-Gomez et al., 2005; Garcia-Cervantes et al., 2017; Squire
et al., 2017; Rogawski et al., 2017; Ibafiez-Cervantes et al., 2018; Galvan-Ramirez et al.,
2019; Gutiérrez-Jiménez et al., 2019; ). En estudios de zonas de bajos ingresos en
México, las parasitosis son muy frecuentes, especialmente entre los infantes (Quihui-
Cota et al., 2017; Ibafiez-Cervantes et al., 2018; Galvan-Ramirez et al., 2019; Panti-May
et al.,, 2019) aunque, reportes de la Secretaria de Salud indican un descenso en la

incidencia de esta enfermedad en un estudio de 5 afos desde 2013 hasta el afio 2015,
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se estima que las cifras pudieran ser mayores a las reportadas (Ibafiez-Cervantes et al.,
2018).

1.5 Manifestaciones clinicas

Los sintomas de la giardiasis aparecen, después de 7-12 dias de la ingestion del
quiste, tiempo en el cual ya los trofozoitos han parasitado el epitelio intestinal (Adam,
2001). Las manifestaciones clinicas mas comunes son la diarrea, nausea, vomito y
pérdida de peso, aunque algunos individuos pueden ser asintomaticos y vencen la
infeccion en un periodo de 2-3 semanas (Halliez et al., 2013), mientras que otros pueden
desarrollar una infeccion crénica (Einarsson et al., 2016). La giardiasis cronica puede
asociarse a patologias gastrointestinales como el sindrome de colon irritable vy
enfermedades gastrointestinales funcionales (FGID), asi como afectaciones
extraintestinales a largo plazo, como artritis, afectaciones oculares, alergias y sindrome

de fatiga cronica (Halliez et al., 2013).

1.5.1 Anclaje a los enterocitos del hospedero

Una vez ingerido el quiste, este es estimulado a desenquistarse, proceso que inicia en
el estbmago y culmina en el duodeno. Una vez en el intestino, los trofozoitos generados
por el desenquistamiento van a adherirse al epitelio intestinal. El proceso de adhesion ya
sea a la superficie intestinal o superficies experimentales (vidrio, plastico u otras) se debe
a la adhesién del disco ventral a los enterocitos. La fijacion depende del metabolismo
activo y se inhibe por temperaturas menores a 37°C, aumento de los niveles de oxigeno,
concentraciones reducidas de cisteina (Adam, 2001), afectaciones en los microtubulos
del disco (McCabe et al., 1991; Sousa et al., 2001) o en algunas proteinas asociadas
(Woessner et al., 2012). En 1974 se propuso el primer modelo de adhesion, conocido
como modelo hidrodinamico (Holberton, 1974). En este modelo se plantea que el
movimiento sinusoidal de los flagelos ventrales desplaza el fluido bajo el disco, haciendo
que este circule a través del surco marginal (Fig. 2) y el surco ventral (Fig. 2) hacia el
medio circundante (Holberton, 1974). Esto genera una diferencia de presion entre el disco

ventral y el exterior del organismo (Holberton, 1974) generando una succion y el
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mantenimiento de la adhesion al sustrato (Holberton, 1974). Lenaghan y col. plantearon
este modelo como necesario para que ocurra la fijacion del parasito (Lenaghan et al.,
2011); sin embargo, varios estudios reportan la inexistencia de relacion entre el
movimiento flagelar ventral y la generacion de una presion de succion (Feely et al., 1982b;
Ghosh et al., 2001; House et al., 2011). En estudios in vitro se ha reportado que el proceso
de adhesiéon no es dependiente solamente del disco ventral. Se ha visto que al inicio del
contacto trofozoito-superficie de adhesion el reborde ventrolateral contacta con el
sustrato (Sousa et al., 2001; Erlandsen et al., 2004; Nosala et al., 2018). Esta es una
proyeccion de la membrana del parasito que rodea al disco ventral y se encuentra
separada de éste por el surco marginal (Fig. 2) (EImendorf et al., 2003). Se ha observado
que esta estructura puede presentar en el momento de adhesion multiples proyecciones
que se adhieren al sustrato (Erlandsen et al., 2004) siendo una estructura importante en
este proceso al igual que la cresta lateral del disco (Fig. 2), la cual forma un sello con la
superficie (Sousa et al., 2001; Erlandsen et al., 2004; House et al., 2011; Nosala et al.,
2018). Darios fisicos en la cresta lateral impiden la adhesion del trofozoito al sustrato
(Woessner et al., 2012).

A B

reborde ventrolateral == Vel
LN

surco marginal g 3\(/
4 N 4\] flagelo
4 {| anterior
> aicleo

surco ventral

4 - d
flagelo ventral mep |\ / \ f;‘:;

disco ventral fpl £

flagelo {
posterolateral :

flagelos
caudales

Figura 2. Esquema de un trofozoito. A) Se observan las diferentes estructuras y regiones de la regién ventral del trofozoito.

B) Vista lateral. rvl: reborde ventrolateral, sm: surco marginal, fa: flagelo anterior, fv: flagelo ventral, fpl: flagelo postero

lateral, fc: flagelo caudal (House et al., 2011, Elmendorf et al., 2003).
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En la actualidad se considera que el proceso de anclaje no es dependiente de
interacciones especificas (Hansen et al., 2006), como mecanismos mediados por lectina
(Sousa et al., 2001), sino que esta basado en una adhesidén a modo de ventosa del disco
ventral sobre el sustrato (Woessner et al., 2012; Nosala et al., 2018), pudiéndose dividir
en una fase inicial o temprana y una tardia (House et al., 2011). En la fase inicial o
temprana del anclaje, el trofozoito se posiciona paralelo a la superficie de adhesién,
presuntamente gracias al movimiento de los flagelos ventrales (House et al., 2011). A
continuacion, aproximadamente 1 segundo después de posicionarse de forma correcta,
interactuan la seccion anterior del reborde ventrolateral y el disco ventral con la superficie;
se forma un sello entre la cresta lateral y el sustrato de adhesion (Fig. 3) (House et al.,
2011; Woessner et al., 2012; Nosala et al., 2018). El sello formado por la cresta lateral
presumiblemente permite mantener una presion negativa por debajo del disco durante el
anclaje (Hansen et al., 2006). Posteriormente, en la fase tardia, 12-15 segundos después
de la formacion del sello, se establece un contacto entre el escudo lateral y la zona
desnuda del disco ventral sobre la superficie de adhesion (Fig. 3) (House et al., 2011,
Woessner et al., 2012; Nosala et al., 2018). Durante el anclaje el disco ventral permanece
en una conformacion concava solamente contactando el sustrato de adhesién la region
de la cresta lateral y la zona desnuda (Fig. 3) (Woessner et al., 2012). Esto resulta
necesario para la adhesion, pues se ha visto que, en ausencia de esta concavidad, no se
genera una presion negativa bajo el disco y por tanto se impide la adhesion (Hansen et
al., 2006). Se ha propuesto que mecanismos basados en presion osmoética también

pudieran generar succién (Woessner et al., 2012).
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Figura 3. Esquema de las fases en las que ocurre el anclaje de G. intestinalis al sustrato de adhesion. Inicialmente la regién anterior
del reborde ventrolateral (rvl) y el disco ventral (DV) contactan con el sustrato, seguido de la formacién de un sello continuo entre
la cresta lateral (CL) y el sustrato de adhesion y la forma de domo que adquiere el disco ventral (t= 1-2 s.) (Fase inicial o temprana
del anclaje). Posteriormente el escudo lateral y la zona desnuda del disco ventral contactan con la superficie de adhesion (t= 12-15
s) (Fase tardia del anclaje). Estan representados los contactos entre el trofozoito y el sustrato (rojo) y los presuntos estados

conformacionales y movimientos (flecha) del disco ventral (azul) en cada fase del anclaje. SV: Surco ventral, FA: Flagelo anterior,

Por otra parte, el desanclaje, segun House y col., inicia con la liberacion del contacto
entre la zona desnuda con la superficie de adhesion, seguido por la liberacién del escudo
lateral. A continuacion, el sello del disco se vuelve discontinuo, especificamente en el

labio posterior y finalmente las células se desanclan (House et al., 2011).

1.5.2 Afectaciones intestinales al hospedero

Una vez que el parasito se ha unido a las células epiteliales intestinales (CEls) del
huésped, comienza el crecimiento del parasitario, sobrevive y causa dafnos graves con
consecuencias a su hospedero. Se ha visto que durante la interaccion in vitro trofozoitos-
células epiteliales intestinales, el parasito regula algunos de sus genes, tanto positiva
como negativamente (Ringqvist et al., 2011; Ferella et al., 2014), lo cual pudiera ser
inducido por las secreciones de las células epiteliales (Emery et al., 2016). Entre los

genes regulados positivamente se encuentran diferentes proteinas de excrecion-

15



secrecion (ESPs) asi como proteinas de membrana (ej: VSPs), las cuales son tanto
especie especificas como comunes al género (Maayeh et al., 2017; Dubourg et al., 2018)
y van a mediar la patogenicidad y supervivencia del parasito (Jiménez et al., 2000; Liu et
al., 2018; Emery et al., 2016; Maayeh et al., 2017; Maayeh et al., 2018). De manera in
vitro, las proteinas secretadas pueden unirse a la superficie de los enterocitos, o
establecerse en el espacio intercelular, asi como internalizarse dentro de las CEls,
pudiendo quizas, modular procesos celulares o sefializacion (Emery et al., 2016; Maayeh
etal., 2017). La mayoria de las ESPs poseen funciones metabdlicas como el metabolismo
de proteinas, metabolismo de aminoacidos, glicdlisis, la generacion de metabolitos
precursores y generacion de energia. Por ejemplo: desiminasa de arginina, transferasa
ornitina-carbamoilo y a-enolasa (Skarin et al., 2011; Maayeh et al., 2017). Algunas de
estas enzimas van a emplear como sustrato, metabolitos producidos por las CEls como
arginina (principal fuente de energia para el trofozoito) (Stadelmann et al., 2013) y
glucosa, conduciendo a la disminucion de estos recursos dentro de los enterocitos,
inhibicion de la proliferacion celular, disminucion de la produccion de éxido nitrico (NO) y
apoptosis (Chin et al., 2002; Stadelmann et al., 2013, Maayeh et al., 2017, 2018). Por otra
parte, el parasito también regula genes de los enterocitos, induce la expresion de varios
genes apoptéticos como bbc3, pmaip1, aen, tnfrsf10b y diablo) (Maayeh et al., 2018),
promueve la activacion in vitro, de caspasa-3, 8 y 9, y aumenta la expresion de la proteina
proapoptotica Bax (Panaro et al, 2007). También regula negativamente genes
antiapoptaticos (Allain et al., 2017; Maayeh et al., 2018) y disminuye la expresion de la
proteina antiapoptética Bcl-2 (Panaro et al., 2007). Se ha visto un arresto del ciclo celular
de los enterocitos in vitro, asociado al parecer, por dafios inducidos por el parasito al DNA
de estas células (Yu et al; 2008; Maayeh et al., 2017; 2018). Aunque varios articulos no
documentan la invasividad al epitelio intestinal (Chin et al., 2002; Buret, 2008; Serradell
et al, 2018), otros si lo han reportado, especialmente en individuos sintomaticos,
visualizandose por microscopia trofozoitos en la capa submucosa (Brandborg et al.,
1967; Martinez-Gordillo et al., 2014; Reynoso-Robles et al., 2015). Entre las ESPs existe
una abundancia de proteinasas (Jiménez et al., 2000), particularmente las proteinasas
similares a catepsina B (Maayeh et al., 2017), las cuales causan una reorganizacion y

floculacion de las proteinas que conforman las uniones estrechas y adherentes entre las
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CEl, como Z0O-1, ocludina, claudina-1, claudina-4 y E-cadherina (Maia-Brigagao et al.,
2012; Allain et al., 2017; Liu et al., 2018), asi como cambios en la localizacion de la F-
actina y afectaciones de las proteinas de unién al citoesqueleto (Maia-Brigagéo et al.,
2012; Maayeh et al., 2017). También se ha detectado que el parasito conduce a una
regulacion negativa del gen amot el cual codifica la proteina angiomotina, responsable
del mantenimiento de las uniones estrechas (Maayeh et al., 2018). Como consecuencia
de lo anterior, aumenta la permeabilidad en el epitelio intestinal (Maia-Brigagéo et al.,
2012; Allain et al., 2017; Liu et al., 2018; Maayeh et al., 2018).

Giardia causa el acortamiento difuso de las microvellosidades del borde en cepillo de
los enterocitos (Maia-Brigagéo et al., 2012; Serradell et al., 2018), lo que reduce el area
disponible para la absorcion de agua, nutrientes y transporte de electrélitos (Allain et al.,
2017; Maayeh et al., 2017; Serradell et al., 2018), lo cual explica la deficiencia de vitamina
A en el hospedero producto de la infeccion con G. intestinalis, fenbmeno observado
fundamentalmente en infantes (Quihui-Cota et al., 2008), asi como malabsorcién de
fructosa en adultos (Trelis et al., 2019). Segun Chin et al., 2002 muchos de los dafios
inducidos a los enterocitos son dependientes de la cepa infectante (Chin et al., 2002), y
la coinfeccidon de dos especies juntas como G. intestinalis y G. enterica, conlleva a una

mayor disrupcion del epitelio intestinal (Koh et al., 2013).

Para lograr adherirse al epitelio intestinal, el parasito debe superar la barrera mucosa
fisica, la cual constituye un impedimento para la adhesién de los trofozoitos a los
enterocitos. Ademas de la natacion, G. intestinalis produce proteinasas que afectan a
MUC?2 y le permiten atravesar un medio menos viscoso (Cotton et al., 2015), lo cual
también va a provocar afectaciones en el epitelio del intestino, al estar mas expuesto a la
accion mecanica de los alimentos y patdgenos intestinales que pudieran invadir este
epitelio (Serradell et al., 2018). Como mecanismo compensatorio, las células caliciformes
van a sobrexpresar muc2, produciendo mas mucus para compensar el dafio a esta
barrera (Maayeh et al., 2018). Por otra parte, se ha propuesto que la capa de moco puede
ser protectora para los trofozoitos, al prevenir lesiones por exposicidon a productos
luminales (Allain et al., 2017).
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Ademas del daino inducido al epitelio intestinal, causa disbiosis de la microbiota del
hospedero, fendmeno que puede extenderse hacia el colon (Barash et al., 2017) y un
aumento de especies dafinas como Escherichia coli enteropatogénica, Vibrio cholerae 'y
Enterococcus spp debido a la modulacion de la respuesta inmune del hospedero que
induce este parasito, lo cual va a permitir abundancia de estas especies (Ferella et al.,
2014; lebba et al., 2016). También es capaz de activar genes de virulencia latentes en las
bacterias comensales (Allain et al., 2017). Por otra parte, se plantea que este parasito es
capaz de disminuir los efectos patogénicos de determinados enteropatdgenos, al
encontrarse una reduccion del riesgo de inflamacion y diarrea en presencia de la infeccién
por Giardia (Bartelt et al., 2015). Por otra parte, la microbiota puede contribuir a la
eliminacién del parasito (Cahenzli et al., 2013). Se ha visto en estudios con lactobacilos,
que estos logran aumentar la respuesta inmune del hospedero y disminuir la duracion de
la infeccion (Bartelt et al., 2015; Allain et al., 2017), el mismo fendmeno se ha observado
en coinfeccion de G. intestinalis con Enterococcus faecium y Saccharomyces boulardii
(Benyacoub et al., 2005; Franco et al., 2013).

1.5.3 Inmunidad del hospedero en la infeccién por Giardia spp

El primer mecanismo para la erradicacion del parasito una vez adquirida la infeccion,
son los movimientos peristalticos del intestino del hospedero, seguido de la presencia de
mucus Yy la microbiota intestinal, que como se mencion6 anteriormente, ambas barreras
van a influir en las capacidades de adherencia a los enterocitos y supervivencia en el
lumen intestinal, respectivamente. Por otra parte, de modo in vitro se ha visto que los
trofozoitos expuestos a la secrecion de células intestinales presentan dificultades en el
anclaje al epitelio (Emery et al., 2016). Una vez efectuada la adhesion de los trofozoitos
a las CEls, se activan diferentes mecanismos giardiacidas. En estudios in vitro e in vivo
se ha visto que las proteinasas secretadas por Giardia durante la infeccién promueven la
expresion de péptidos antimicrobianos por parte de las células intestinales como HBD-2

y TFF3 (Cotton et al., 2014; Manko et al., 2017), lo cual impacta de manera diferente a
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cada especie de Giardia (Lopez-Romero et al., 2015). Aumenta la actividad y expresién
del transportador de sodio-glucosa (SGLT-1) en las CEls, aumentando la internalizacién
de glucosa, lo cual inhibe la caspasa-3 y el dafio al DNA, (Yu et al., 2008), contrarrestando
asi la apoptosis inducida por el trofozoito. Durante la infeccion temprana y a lo largo de
todo el proceso infeccioso los enterocitos van a producir especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Maayeh et al., 2018) y NO, el cual es liberado al lumen intestinal (Heyworth, 2014;
Allain et al., 2017; Pacheco et al., 2019), inhibiendo la exquistacion e induciendo un efecto
citostatico en los trofozoitos (Loépez-Romero et al.,, 2015). Se ha visto que ROS y NO
pueden actuar de una manera genotipo dependiente, al causar un mayor efecto en
algunas especies que en otras (Lopez-Romero et al., 2015). La produccion de NO es
contrarrestada por los trofozoitos mediante el consumo de la arginina de los enterocitos
(Allain et al., 2017) y al parecer disminuyen el dafio, mediante el aumento en la expresion
de FIH-B (Stadelmann et al., 2013) y la activacion de enzimas oxido-reductasas (ej:
cisteina reductasa y disulfuro reductasa) para contrarrestar el dano causado por ROS
(Raj et al., 2014; Maayeh et al., 2017). También, en la etapa temprana de la infeccion los
enterocitos activan una respuesta inflamatoria mediada, principalmente, por los factores
de transcripcion AP-1 y NFkB, los cuales inducen la transcripcion de genes
proinflamatorios, principalmente los que codifican para las citocinas CXCL 1-3, CXCL-8,
IL-1 ay B, CSF-1, CX3CLA1, IL-12a, CLCF1, IL-11 y CCCRL-2 (Maayeh et al., 2018), asi
como niveles altos de TNF-qa, IFN-c, IL-6, IL-12, IL-5, IL-4, IL-2, IL-13, IL-15, IL-17, IL-22
e IL-23 (Zhou et al., 2007; Grit et al., 2014; Lopez-Romero et al., 2015), entre ellas, IL-6
es fundamental para la erradicacion del parasito, pues su ausencia conduce a una
parasitosis mas prolongada (Zhou et al., 2007; Heyworth, 2014, Li et al., 2020a). También
se regulan positivamente genes asociados a la inhibicion de la activacion del sistema del
complemento (Maayeh et al., 2018). Las citocinas anteriores conducen un reclutamiento
al sitio de infeccion de células del sistema inmune como células dendriticas (Lopez-
Romero et al., 2015) y mastocitos, estos ultimos asociados a modelos murinos (Merluzzi
et al., 2010; Li et al., 2020a), los cuales se ha visto que son fundamentales para eliminar
la infeccion por G. intestinalis, al apreciar que ratones deficientes no podian eliminar al
parasito (Zhou et al., 2007). Giardia es capaz de activar mecanismos antinflamatorios
como estrategia de supervivencia, principalmente mediante la inhibicién de la via MAPK
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atenuando la sefal inflamatoria dada por la activacion de NFkB y AP-1 (Maayeh et al.,
2017, 2018) e induce la expresion de IL-10 y TGF-B, las cuales impiden el reclutamiento
celular (Cotton et al., 2014; Lopez-Romero et al, 2015; Dann et al, 2018). Otro
mecanismo antinflamatorio es la degradacion por parte de las ESPs de
citocinas/quimiocinas proinflamatorias como IL-8, CCL20, CXCL1 y TNF-a (Liu et al,,
2018). La modulacion de la inflamacion es dependiente de la cepa, por ejemplo, G.
intestinalis tiene una accion antinflamatoria mayor en comparacion con G. enterica
(Cotton et al., 2014; Maayeh et al., 2018).

El rol de los anticuerpos en la erradicacion de la enfermedad no esta del todo
esclarecido. Algunos estudios proponen a las IgA e IgG como determinantes en la
erradicacion del parasito (Li et al., 2004; Heyworth, 2014; Grit et al., 2014; Heyworth,
2014), ya que individuos hipogamaglobulinémicos tienden a presentar una infecciéon
prolongada (Langford et al., 2002; Serradell et al., 2018), asi como dificultad una mayor
para eliminar la enfermedad ante afectaciones en la produccién de IgA (Bartelt et al.,
2015). Otros estudios refieren que los anticuerpos no son esenciales para la erradicacion
del parasito, especialmente en la fase aguda de la infeccién (Singer et al., 2000; Lépez-
Romero et al., 2015). No obstante, en individuos infectados por G. intestinalis, se han
detectado anticuerpos en suero capaz de reconocer proteinas invariantes del parasito (e;.
a-giardinas, fructosa-1,6-bisphosphato aldolasa), enzimas involucradas en el
metabolismo de arginina (ej: arginina deiminasa y ornitina carbamoil transferasa)
(Heyworth, 2014), las proteinas de la pared del quiste (CWPs) (Lopez-Romero et al,,
2015) y proteinas de superficie variante-especificas (VSPs) (Nash et al., 2002; Rivero et
al.,, 2010; Serradell et al., 2018), contribuyendo a la erradicacion de la enfermedad
(Heyworth, 2014).

La respuesta inmune mediada por células T también contribuye a la eliminacién de la
infeccion, donde se ha visto que los ratones deficientes de estas células son incapaces
de erradicar el parasito (Singer et al., 2000; Lépez-Romero et al., 2015). La respuesta
ante G. intestinalis es de tipo Th1/Th2/Th17, (Li et al., 2020a), existiendo un cambio de
Th1 a Th2 al inicio de la infeccion (Abdul-Wahid et al., 2008; Serradell et al., 2018),
presuntamente como mecanismo de proteccidn por parte del parasito (Serradell et al.,
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2018), para finalmente establecerse una respuesta Th17, la cual es fundamental en la
eliminacién de la infeccion, teniendo mas peso que la Th1/Th2 (Dreesen et al., 2014; Grit
et al., 2014; Dann et al., 2015). Como parte de la respuesta inmune celular clave para
eliminar este parasito, también estan las células TCD4+. En humanos y animales, una
disminucidon en las poblaciones de estas células contribuye al desarrollo de giardiasis
cronica (Eckmann, 2003; Lépez-Romero et al., 2015), mientras que las TCD8+ y natural
killers (NK), al parecer son de poca importancia en este proceso (Eckmann, 2003). No
obstante, se ha visto que la respuesta inmune por células TCD8+ puede contribuir al
acortamiento de los microvilli, en modelos murinos (Scott et al., 2002, 2004),
evidenciandose que esta afectacion en particular es dependiente tanto del parasito como
de la inmunidad del hospedero. La respuesta inmune del hospedero hacia Giardia
también varia en dependencia de la especie; al parecer G. enterica logra despertar una
respuesta inmune mas intensa que G. intestinalis (Hanevik et al., 2011; Lee et al., 2012).
En poblaciones expuestas a Giradia spp, esta confirmado que los individuos presentan
anticuerpos en suero y células T (particularmente Th1) (Bartelt et al, 2015) que
responden ante antigenos de Giardia, los cuales son mas abundantes en nifios que en
adultos (Moss et al.,, 2014; Cotton et al., 2015), lo cual explicaria la ausencia o los
sintomas clinicos leves asociados a esta parasitosis en individuos de areas endémicas y
un presunto establecimiento de Giardia spp como comensal dentro de la microbiota de

estos individuos (Hanevik, 2016).

1.5.3.1 Proteinas de superficie variante-especificas

Un mecanismo fundamental en este parasito para la evasion del sistema inmune del
hospedero es la variacion de los antigenos de superficie. Los antigenos de superficie
involucran en su mayoria a proteinas de superficie variante-especificas (VSPs), las
cuales se encuentran distribuidas en toda la superficie del parasito, formando una
cobertura densa (Pimenta et al., 1991; Eckmann, 2003; Davids et al., 2019) y se
consideran altamente inmunogénicas (Lopez-Romero et al., 2015).
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Sdlo un tipo de VSP se expresa a la vez en la superficie de cada trofozoito (Heyworth,
2014; Serradell et al., 2018;), aunque varios genes vsp se estan transcribiendo en el
mismo momento, pero solo uno es capaz de traducirse a proteina, debido al
silenciamiento postranscripcional asociado a RNAs de interferencia (RNAis) y al RNA
pequefio (RNAs) (Prucca et al., 2008; Guo et al., 2014; Saraiya et al., 2014), aunque se
desconoce exactamente las causas que llevan a que se silencien los transcritos en favor
de solo uno, se piensa que puede estar atribuido a diferencias en la concentracion de los
diferentes transcritos de vsp (Prucca et al., 2008). Se ha visto que antes que el sistema
inmune del hospedero pueda crear una respuesta de anticuerpos especificos contra la
VSP que se esta expresando en la membrana del parasito (Nash et al., 2002; Serradell
et al., 2018), este es capaz de cambiarla por otra (Serradell et al., 2018). Aunque se
considera que este fendbmeno se encuentra regulado por desacetilasas de histonas
(Gargantini et al., 2016), las causas por las cuales se da este cambio previo a la
generacion de anticuerpos no estan del todo esclarecidas. Se ha reportado que la
exposicién del trofozoito a la secrecion del epitelio intestinal puede ser un factor
estimulante al cambio (Emery et al., 2016), también la exposicion a NO y ROS (Serradell
et al., 2018), asi como el estado nutricional de los trofozoitos, para cultivos in vitro
(Gargantini et al., 2016). Este fendbmeno de cambio de proteina VSP resulta fundamental
para la supervivencia a través de la evasion del sistema inmune, pues los animales
inoculados con trofozoitos capaces de expresar todo su repertorio de VSPs fueron
capaces de evadir infecciones posteriores con el parasito gracias al desarrollo de
inmunoglobulinas especificas contra estos antigenos, no asi para la infeccion con
trofozoitos que expresan una sola VSP a la vez (Rivero et al., 2010; Serradell et al., 2016,
2018).

1.6 Diagnéstico

Poder diagnosticar la giardiasis a tiempo y de manera correcta es esencial para
establecer un tratamiento efectivo para el paciente. Una vez obtenida la muestra de heces
humanas o animales, se procede a aislar el parasito del resto de los desechos. Esta

separacion puede ser tanto por método directo como por concentracion. El método
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directo se lleva a cabo mediante la suspension de la muestra de heces en soluciones
salinas fisioldgicas (0.85 NaCl) o la fijacién en formalina acido acético-acetato de sodio
(SAF), lo que permite preparar montajes humedos con el fin de observar trofozoitos de
Giardia spp en muestras de diarrea o0 muestras fecales pastosas. Debido a que el numero
de quistes puede ser bajo y su expulsion suele ser intermitente, se le solicita al paciente
dos 0 mas muestras en dias consecutivos para asi aumentar las probabilidades de
deteccion (Hooshyar et al., 2019). Por otra parte, la concentracion fecal es un
procedimiento recomendado y rutinario que permite la deteccion de cantidades pequefias
de quistes de Giardia los cuales pudieran no ser detectados usando la técnica anterior
(Koehler et al., 2014). La flotacion y sedimentacion son dos tipos de procedimientos de
concentracion que han sido usados en el laboratorio parasitolégico. EI método de
flotacion permite la separacion de quistes a través del uso de un liquido con una gravedad
altamente especifica como NaCl, NaNOs, ZnSO4. El ZnSO4 en este método, se ha
recomendado en solucion saturada, como la mejor para detectar quistes de Giardia
(Smith et al., 2011). Los quistes flotan y son visibles en la superficie mientras que el
exceso de heces se agrega en el fondo del tubo. Esta técnica puede emplearse con
modificaciones, al agregar un paso de centrifugacién luego de que las muestras
emulsifiquen para asi aumentar la eficiencia de la obtencién de quistes. La sedimentacién
es el método de concentracion mas recomendado, pues es mas facil de llevar a cabo y
menos propenso a errores técnicos (Smith et al., 2011). Varios métodos de sedimentacion
se usan en Giardia, como el de formalina-éter o formalina-etil acetato. Se ha planteado
que la técnica con formalina-éter es mas sensible en un 40% que el método directo (Elmi
et al., 2017). Una vez aislado el parasito del resto de las heces se procede a su
identificacion. Para ello se emplea la microscopia de luz como el estandar de oro (Koehler
et al., 2014; Hooshyar et al., 2019). Este es un método barato y rapido para el diagndstico
médico, pudiendo identificar tanto quistes como trofozoitos, aunque no permite distinguir

especies dentro del género (Thompson et al., 2004).

Varias técnicas de tincién se pueden usar para tefir trofozoitos o quistes de Giardia
previo a su visualizacion en el microscopio. El azul de metileno, iodina o solucion de Lugol

o Giemsa son las mas empleadas (Koehler et al., 2014). La hematoxilina de hierro y
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tricromo también son colorantes empleados en la tincion de trofozoitos y quistes de
Giardia spp o pueden ser observados sin tefir (Hooshyar et al., 2019). En el caso de la
identificacion de los quistes a partir de muestras de agua se recomienda el uso de
filtracion, separacion inmunomagnética (IMS) y la deteccion mediante microscopia de

interferencia diferencial (DIC) (Hooshyar et al., 2019).

En los ultimos afios se han empleado varios métodos de inmunodiagndstico para
giardiasis. Se basan en la deteccion de antigenos del parasito en las muestras de heces
de los pacientes y generalmente son empleados como métodos complementarios cuando
el diagndstico por microscopia es incongruente (Hooshyar et al., 2019). Estas pruebas
de inmunodiagndstico incluyen técnicas como ELISA, Western blot, DFA u otros
inmunoensayos. Existen varios articulos acerca de la sensibilidad de estos métodos en
comparacion con la microscopia, los cuales concluyen en su mayoria que los
inmunoensayos son mas sensibles o tan sensibles como el examen microscoépico
(ampliamente reportado en Koehler et al., 2014). Aunque otros refieren que la sensibilidad
de la deteccidn de antigenos puede ser mas baja que la de microscopia (Johnston et al.,
2003). Estas diferencias pueden ser debido a reacciones cruzadas lo cual afecta la
especificidad, la expulsion intermitente de quistes por parte del hospedero, los cambios
en la expresion de antigenos de superficie de Giardia (VPSs) o el uso de formalina como

fijador, aspectos que reducen la sensibilidad (Koehler et al., 2014).

Los métodos moleculares no son usados en los laboratorios clinicos para la deteccion
de este parasito, debido a su alto costo; mas bien han sido empleados en la investigacién
y para la identificacién de especies o ensamblajes dentro del género (Smith et al., 2017,
Hooshyar et al., 2019). El método molecular mas empleado es la reaccidon en cadena de
la polimerasa (PCR), entre ellas la PCR basada en el polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) (Koehler et al., 2014) y la PCR en tiempo real.
Algunos estudios muestran valores de sensibilidad y especificidad superiores a los de las
técnicas mencionadas anteriormente (Laude et al., 2016; Beyhan et al., 2017; Hijjawi et
al., 2018). También se emplea la hibridacion in situ fluorescente (FISH), enfocandose mas
a la hibridacion del RNA que del DNA (Koehler et al., 2014).
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1.7 Tratamiento

En los inicios del tratamiento de la giardiasis se empled la quinacrina como unico
farmaco durante varios anos. Aunque su comercializacion original fue como agente
antipaludico, se mostréo mas de 90% de eficiencia como antigiardico (Huang et al., 2006).
Se argumenta que el mecanismo de accion de este farmaco interfiere con los
componentes flavinas de Giardia, lo que conduce a una disminucién en el consumo de
oxigeno, también puede inhibir la sintesis de acido nucleico del parasito mediante la unidn
al DNAy es capaz de reducir la exquistacién y la viabilidad del quiste (Lalle, 2010). Tiene
una vida media larga y se distribuye ampliamente en los tejidos. Debido a las reacciones
adversas severas que induce (Tabla Il), la quinacrina fue remplazado por el metronidazol
en la década de los 1960s, el cual ha sido empleado hasta la actualidad como tratamiento
primario contra la giardiasis. También otras drogas de los grupos 5-nitroimidazoles, al
cual pertenece el metronidazol, y benzimidazoles son empleadas como tratamiento. La
familia de los 5-nitroimidazoles (metronidazol, tinidazol, ornidazol y secnidazol) son las
drogas mas empleadas para el tratamiento de la giardiasis, debido a su alta efectividad
como antiparasitarios, su bajo costo y facil accesibilidad (Vivancos et al., 2018). Son
compuestos con una estructura heterociclica consistente de un nucleo de imidazol con
un grupo nitro, NOz2, en posicion 5. Esta familia de medicamentos fue introducida en 1959
por Rhone Poulenc para tartar la infeccion por Trichomonas y su actividad como
antigiardico fue probada por primera vez en 1962 (Lalle, 2010). El mecanismo de accién
es mediante la reduccion del grupo nitro, el cual acepta los electrones provenientes del
transporte de electrones generado por las enzimas piruvato:ferredoxina oxidorreductasa
(PFOR) y ferredoxina del parasito. PFOR es una proteina del transporte de electrones
que convierte piruvato a acetil coenzima A, transfiriendo un electrén a la ferredoxina, lo
cual, en presencia de un 5-nitroimidazol, reduce la unidad nitro del metronidazol, en vez
de a la ferredoxina, conduciendo a la activacion de la droga (Lalle, 2010). Dicha activacién

conduce a danos en el DNA con pérdida de la estructura helicoidal, deterioro de sus
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funciones y consecuente muerte del trofozoito, también puede producir radicales libres

que reaccionan con componentes celulares esenciales (Huang et al., 2006).

El mas empleado de los 5-nitroimidazoles, en la giardiasis, es el metronidazol,
erigiéndose en el tratamiento primario ante la enfermedad. La tasa de eficacia oscila entre
el 60 y el 100% (Huang et al., 2006; Vivancos et al., 2018). Ademas, del efecto
mencionado de los 5-nitroimidazoles, el metronidazol también inhibe la respiracion del
parasito (Vivancos et al., 2018) y es capaz de inhibir el enquistamiento en
experimentacion in vitro (Hausen et al., 2006). A pesar de ser el medicamento mas
empleado, los efectos secundarios son comunes (Tabla Il) y existe ocurrencia de falla
terapéutica debido a la aparicion de resistencia, y la dificultad de dosificacion correcta en
los nifios, a causa del sabor desagradable del ingrediente activo (Vivancos et al., 2018).
En el caso del secnidazol, su absorcion es muy lenta, tiene una vida media larga lo que
permite que el farmaco permanezca mas tiempo en el lumen intestinal mejorando la
accioén in situ contra los parasitos. La tasa de curacion es de 80-98% (Vivancos et al.,
2018) y se han reportado efectos adversos (Tabla Il). Otro miembro de esta familia es el
tinidazol, el cual se comercializé por primera vez en la década de los 1970s y en el 2004
fue aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para el
tratamiento de la giardiasis, tricomoniasis y amebiasis intestinal (Vivancos et al., 2018).
La eficacia oscila entre 72 - 100% y generalmente es mejor tolerado que el metronidazol.
Algunas autoridades consideran el tinidazol como terapia de primera linea para la
giardiasis, ya que se puede ofrecer como un tratamiento de una sola dosis, y tiene poca
frecuencia de efectos adversos (Tabla IlI) (Huang et al., 2006; Vivancos et al., 2018). Por
otra parte, el ornidazol también es una buena alternativa en el tratamiento de la giardiasis.
Tiene una eficacia entre 90%-100%, en ocasiones es mayor a la del metronidazol. La
dosis unica es posible debido a su larga vida media (13 h) (Vivancos et al., 2018) y
presenta también pocos efectos adversos (Tabla Il).

Otros medicamentos empleados ampliamente para el tratamiento de la giardiasis son
los benzimidazoles, especificamente el albendazol y el mebendazol (Tabla Il), los cuales

se utilizan generalmente para tratar enfermedades helminticas. Los benzimidazoles son
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un derivado del 2-nitroimidazol que se utilizan para el tratamiento de Chagas y otras
enfermedades parasitarias. Ejercen su efecto toxico sobre el trofozoito de Giardia spp
uniéndose a la tubulina, lo que provoca la inhibicién de la polimerizacion (Huang et al.,
2006). También pueden actuar mediante otros mecanismos, incluida la alteracion de la
homeostasis del ATP, la descarga de protones transmembrana o la reduccion de la
captaciéon de glucosa (Lalle, 2010). Se plantea que los benzimidazoles son mas activos
que metronidazol y quinacrina incluso a bajas concentraciones (Vivancos et al., 2018). El
albendazol es eficaz en giardiasis, aunque su eficacia tiene alta variabilidad (25-90%)
dependiendo de la dosis programada. Generalmente muestra una eficacia similar a
metronidazol y menos efectos adversos (Tabla Il), aunque tiene menor eficacia que el
tinidazol (Escobedo et al., 2016). El albendazol se absorbe poco (5%) después de la
administracién oral. La vida media plasmatica de albendazol es de 8.5 horas. Los quistes
de G. duodenalis son insensibles al albendazol, ya que su formacion y viabilidad en
presencia del farmaco no resultan afectadas ni in vivo ni in vitro (Lalle, 2010); no obstante,
se ha visto que este farmaco afecta el enquistamiento de manera negativa (impidiendo
su ejecucion) (Hausen et al., 2009) o de manera positiva (promoviendo el enquistamiento)
(Pérez-Rangel et al., 2013).
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Tabla Il. Dosis, efectos adversos de diferentes drogas antigiardicas y contraindicaciones en el embarazo. (Huang et al., 2006;
Robertson et al., 2010 y Vivancos et al., 2018).

Droga

Dosis

Efectos adversos

Contraindicaciones en el embarazo

Quinacrina

Metronidazol

Tinidazol

Secnidazol

Ornidazol

Albendazol

Mebendazol

Nitazoxanida

Paramomicina

Furazolidona

100 mg tres veces al dia
x 5-7 dias en adultos.
6 mg/kg tres veces al dia
x 5 - 7 dias en nifios.

250 mg tres veces al dia
x 5-7 dias en adultos

15 mg/kg tres veces al dia
x 5-7 dias en nifios

Dosis unica de 2 g en
adultos.
Dosis unica de 50-60 mg
en nifios

Dosis uUnica de 2 g en
adultos.

Dosis Unica de 30 mg/kg
en nifios (No
administrable para nifios
menores a 2 afos)

Dosis uUnica de 2 g en
adultos.

Dosis Unica de 40-50
mg/kg en nifios.

400 mg diarios una vez al
dia x 5 dias en adultos.
15 mg/kg diarios x 5-7
dias en nifios.

(No recomendado en
niflos menores a 6 afnos)

200-400 mg dos o tres
veces al dia x 1-5 dias,
tanto en adultos como en
nifos.

Dos dosis diarias de 500
mg x 3 dias en adultos.
7.5 mg/kg dos veces al
dia x 3 dias en nifios.

500 mg tres veces al dia
x 5-10 dias en adultos.
25-30 mg/kg/ tres veces
al dia x 5-10 dias en
nifos.

400 mg tres o cuatro
veces al dia x 7-10 dias
en adultos.

2 mg/kg cuatro veces al
dia x 10 dias en nifios.

Nauseas, vomitos, coloracién amarillo-naranja de la piel,
la esclerdtica y la orina; pigmentacion de uias, dolor de
cabeza, urticaria, dermatitis exfoliativa y alteraciones
psiquiatricas.

Sabor metalico, nauseas, dolor de cabeza, orina
oscurecida. Con menos frecuencia: pancreatitis,
toxicidad en el sistema nervioso central, neutropenia
reversible y/o periférica.

Baja frecuencia de efectos adversos. Puede producir
sabor amargo, nauseas y erupcion cutanea. Si la
duracién del tratamiento es superior a 7 dias, pueden
aparecer trastornos neuroldgicos como mareos,
incoordinacién y ataxia.

Efectos secundarios leves como nauseas, vomitos y
sabor amargo.

Baja frecuencia de efectos adversos. En algunos casos
puede conducir a hepatitis o colangitis.

Interacciones farmacoldgicas con Ampicilina,
Ciclosporina y Clotrimazol. Los efectos adversos son
mas frecuentes en nifios: malestar abdominal, nauseas,
vémitos, dolor de cabeza, mareos y aumentos
reversibles en las transaminasas hepaticas y anorexia.

Dolor abdominal, diarrea, nauseas y vémitos. Mareos,
dolor de cabeza y alopecia son raros. Los efectos
adversos podrian ser mas graves en pacientes con
enfermedad hepatica. En el tratamiento prolongado y la
dosis alta podria aparecer aplasia de médula y hepatitis
granulomatosa.

Generalmente afectaciones gastrointestinales,
principalmente diarrea y malestar abdominal los cuales
parecen ser dosis dependientes. Puede ocasionar
alteraciones del sistema nervioso, las cuales incluyen
dolor de cabeza en la mayoria de los casos, pero
también puede ocurrir mareos, somnolencia, insomnio e
hipostesia.

Puede inducir ototoxicidad y nefrotoxicidad.

Nauseas, vomitos, dolor de cabeza, malestar general,
reacciones de hipersensibilidad, hipotension, erupcion

cutdnea y urticaria. Se ha comprobado su
carcinogénesis en roedores y mutagenicidad en
bacterias.

Contraindicado, debido a su capacidad
para atravesar la placenta lo cual podria
resultar en algunos problemas fetales
como la espina bifida enfermedad renal.

No recomendado, debido a su potencial
teratogénico in vitro e in vivo

Por precaucion no debe consumirse
durante el embarazo pues, aunque
parece no afectar el desarrollo fetal, es
mutagénico en bacterias y cancerigeno
en ratones,

No recomendado debidos a la
posibilidad de efectos genotdxicos y
citotoxicos a partir de estudios in vitro.

Contraindicado, debido a los posibles
efectos teratogénicos descritos en
animales

Por lo general es el medicamento
recomendado para tratar la giardiasis
durante el embarazo, principalmente
durante el primer trimestre.
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1.7.1 Resistencia y tratamientos alternativos

Debido al uso extendido de los medicamentos anteriormente mencionados, se ha
generado una resistencia al tratamiento por parte del parasito. Aunque el mecanismo de
resistencia en la giardiasis no esta claro, se plantea que difiere en dependencia de la
cepa (Vivancos et al., 2018). En particular, en G. duodenalis, los mecanismos moleculares
de resistencia al metronidazol pueden ser clasificados como pasivos (regulacion negativa
de enzimas que reducen el metronidazol a intermediarios toxicos) o activos (regulacion
positiva de enzimas que destoxifican el metronidazol directamente o controlan el dafio
inducido por éste) (Ansell et al., 2017). El mecanismo de resistencia pasiva mas conocido
es el que involucra a PFOR y su aceptor de electrones, la ferredoxina, donde la baja
actividad o supresion de ambas enzimas esta presente en lineas resistentes al
metronidazol in vitro (Leitsch et al., 2011). Otro mecanismo de resistencia pasiva es la
regulacion negativa de la nitrorreductasa-1, la cual activa al metronidazol y se encuentra
regulada negativamente en cepas resistentes al metronidazol (Muller et al., 2007, 2015).
Un mecanismo de resistencia pasiva menos directo implica la regulacién negativa de las
enzimas de desintoxicacidn de oxigeno, lo que permite que el oxigeno intracelular se
acumule e inactive al metronidazol a través de un ciclo redox futil (Ansell et al., 2017).
Como mecanismo activo tenemos la regulacion positiva de la nitrorreductasa-2, un
paralogo de la nitrorreductasa-1, la cual reduce el metronidazol a una amina inerte,
evitando asi los intermediarios reactivos (Muller et al., 2013, 2015). Por otra parte, las
enzimas de la familia de las ferredoxinas, que se unen a los grupos hierro-azufre (Fe-S),
estan fuertemente implicadas en los mecanismos de resistencia tanto pasivos como
activos. (Ansell et al., 2017). También se ha planteado el cambio en la expresion génica
como un mecanismo de resistencia al metronidazol, a la nitazoxanida (Muller et al., 2008)
y a los benzimidazoles (Arguello-Garcia et al., 2009a), aunque esto no esta del todo
aceptado, pues se ha observado que trofozoitos resistentes a estas drogas exhiben
niveles de expresion de mRNA similares a los de organismos no resistentes (Aguayo-
Ortiz et al., 2013; Mller et al., 2018).
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Por otra parte, la resistencia de G. duodenalis a los benzimidazoles se produce
principalmente a través de mutaciones en la B-tubulina (Aguayo-Ortiz et al., 2013). Se ha
observado in vitro que la resistencia a esta familia de drogas esta dada por mutaciones
en el dominio ROD de giardina, un componente estructural del disco ventral (Lalle, 2010).
También el parasito ha desarrollado estrategias ante el dafio al DNA infligido por algunas
drogas, al sobreexpresar Rad52, la cual es fundamental para el trabajo de las
recombinasas y el alineamiento efectivo de los extremos dafiados o rotos de la cadena
de DNA, y asi mejorar la eficiencia de la reparacion de la cadena nucleotidica mediante

recombinacion homologa (Martinez-Miguel et al., 2017).

Hasta hace pocos afos, la lucha contra la resistencia al tratamiento se basé en el
aumento de la dosis de los medicamentos tradicionales o en el cambio del calendario de
medicamentos. Sin embargo, hoy en dia, se estan llevando a cabo otras estrategias para
lidiar con dicha resistencia, por ejemplo: medicamentos mas antiguos, como la
quinacrina, se ha rescatado como tratamiento contra Giardia (Requena-Méndez et al.,
2017), también se esta empleando la combinacién de varios farmacos antigiardicos como
secnidazol-albendazol como parte de estrategias efectivas para el tratamiento de la
giardiasis (Escobedo et al, 2018). Ademas, se recurre al uso de medicamentos
alternativos y a la investigacion in vitro e in vivo de nuevos compuestos como agentes

antigiardicos que pudieran ser empleados como tratamiento en el futuro.

Los medicamentos alternativos mas empleados son la nitazoxanida, furazolidona y
paramomicina, los cuales tienen una alta eficiencia. La nitazoxanida fue descrita por
primera vez en 1980 como antihelmintico, pero pronto se encontré que era eficaz contra
una gama de parasitos intestinales mostrando actividad de amplio espectro. En 2004, fue
aprobado para el tratamiento infantil de la giardiasis en los EE. UU. y tuvo éxito en el
tratamiento de la giardiasis resistente al metronidazol (Vivancos et al., 2018) y
posteriormente fue aprobado para el tratamiento de adultos. Necesita ser reducido para
ser activado y formar radicales téxicos, tal y como ocurre con los farmacos 5-
nitroimidazoles. El mecanismo de accion parece ser multifactorial ya que la nitazoxanida

inhibe algunas enzimas importantes presentes en Giardia (nitrorreductasa, ferredoxina
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oxidorreductasa y quinona reductasa). El farmaco interfiere con el metabolismo de la
energia anaerdbica mediante la inhibicidn de la transferencia de electrones dependiente
de la enzima PFOR (Huang et al., 2006). Tiene un espectro mas amplio y menor toxicidad
que metronidazol, pero presenta menor eficacia (70-80%) que otros 5-nitroimidazoles y
por supuesto presenta efectos adversos (Tabla Il) (Vivancos et al., 2018). Su absorcién

gastrointestinal es rapida y la vida media oscila entre 2-6 h (Vivancos et al., 2018).

La furazolidona es un nitrofurano sintético, introducido en 1960 para el tratamiento de
la giardiasis. También emplea la reduccion del grupo nitro como mecanismo de activacion
de su funcion, pero su activacion probablemente esté mediada por una NADH oxidasa.
Las formas reducidas de furazolidona interfieren con el DNA y las proteinas, inhibiendo
su sintesis y provocando también la detencion del ciclo celular. Los efectos de la
furazolidona sobre los trofozoitos de G. duodenalis incluyen cambios en la morfologia
como células redondeadas, disminucion del contenido del citoplasma y extrusiones
citoplasmaticas (Lalle, 2010). También es capaz de afectar el enquistamiento in vitro
mucho mas que el metronidazol (Hausen et al., 2006). Tiene una eficacia de 80% a 85%
(Huang et al., 2006). Es bien absorbida después de la administracién oral y metabolizada
en tejidos, por lo que su concentracion en suero y orina es muy baja. Las desventajas de
esta droga son el gran volumen de dosificacién y alto precio. (Vivancos et al., 2018). El
perfil de efectos secundarios significativo se muestra en la Tabla Il. También se han dado
casos de resistencia a esta droga, la cual se ha correlacionado con una menor entrada
del farmaco o con un aumento de los niveles de enzimas que pueden proteger de los
radicales toxicos (Huang et al., 2006). La paramomicina es un antibiético aminoglucésido
de amplio espectro producido por la bacteria Streptomyces rimosus y aislado en la
década de 1950 (Lalle, 2010). Presenta una actividad antigiardica in vitro e in vivo, pero
su actividad es menor que la de los 5-nitroimidazoles, quinacrina y furazolidona y rara
vez se utiliza en la practica clinica, aun asi, es considerado como el medicamento de
excelencia para tratar esta parasitosis durante el embarazo. Presenta una eficacia del
60-70% contra la giardiasis (Lalle, 2010). Su mecanismo de accion consiste en la
inhibicién de la sintesis de proteinas giardicas (Vivancos et al., 2018), ademas afecta la

disociacion normal y el reciclaje de las subunidades ribosémicas (Scheunemann et al.,
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2010). Se absorbe mal a nivel intestinal, lo cual resulta en altos niveles de drogas en el
intestino que es una ventaja para este medicamento (Vivancos et al., 2018). Sus efectos

secundarios son escasos en comparacion con los de otras drogas (Tabla II).

Otras drogas alternativas son la auranofina y el zinc de bacitracina. La auranofina fue
aprobado por la FDA en 1985 y utilizada en el tratamiento de la artritis reumatoide, no
obstante, exhibe actividad contra una variedad de parasitos, incluyendo G. duodenalis.
Actua inhibiendo la actividad de la enzima giardica tiorredoxina oxidorreductasa (TrxR).
Este medicamento es soluble en grasa y se absorbe por via oral. La vida media es de
16.8 dias. Se administra generalmente en una sola dosis de 6 mg o en dos de 3 mg cada
una. Manifiesta efectos adversos significativos durante el tratamiento a largo plazo como
diarrea y otros efectos secundarios gastrointestinales (Vivancos et al., 2018). Por su
parte, el zinc de bacitracina interfiere con un paso de desfosforilacion en la sintesis de la
membrana celular y es eficiente de manera in vitro. Hay poca informacién sobre la dosis
mas eficaz de este medicamento. Tiene efectos secundarios limitados incluyendo
alteraciones gastrointestinales. En la dosificacion oral prolongada podria aparecer
nefrotoxicidad, no obstante, se considera que debe estudiarse mas su actividad antes de
que pueda obtener una amplia aceptacion como agente antigiardico (Vivancos et al.,
2018).

Por su parte, las citocalasinas B y D, también tienen actividad giardiacida, las cuales
interactuan con el citoesqueleto de actina del trofozoito, causan fragmentacién del disco
adhesivo, alargamiento vacuolar afectaciones flagelares, inhibicion de la citocinesis y
ondulaciones membranales (Correa et al., 2006), también el aceite de girasol ozonizado
(Oleozon) muestra una actividad citotdxica en trofozoitos de G. duodenalis cultivados in
vitro, pues produce inactivacion de estos, aunque dicha inactivacion es dependiente de
la dosis y de la densidad trofozoitica (Hernandez et al., 2009). Por otra parte, el Orlistat,
un medicamento aprobado para tratar la obesidad fue reportado en el 2013 por Hahn y
colaboradores como un potente giardiacida contra G. duodenalis in vitro a bajas
concentraciones, al inhibir el crecimiento del parasito con una efectividad mayor a la del

metronidazol, ademas condujo a alteraciones morfolodgicas en la membrana del parasito.
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Todo esto mediante regimenes de tratamiento aprobados para la obesidad (Hahn et al.,
2013). También se ha comprobado la actividad antigiardica del robenidino, una clase de
aminoguanidina, la cual es capaz de causar dafio membranal en los trofozoitos, esto
evaluado en examenes in vitro (Abraham et al., 2019). También las bacteriocinas han
atraido la atencion como compuestos antimicrobianos potenciales; estas son una familia
diversa de proteinas sintetizadas ribosémicamente, producidas por bacterias probioéticas,
las cuales han demostraron eficacia tanto in vivo como in vitro al causar una reduccion
de la densidad poblacional del parasito, afectar la membrana celular, el disco adhesivo y
los componentes citoplasmaticos del trofozoito, asi como una disminucion de la patologia

intestinal causada por el parasito en animales experimentales (Amer et al., 2014).

En un estudio llevado a cabo por Soria-Arteche y colaboradores en el 2013 vy
Matadamas-Martinez y colaboradores en el 2016, compuestos hibridos basados en
nitazoxanida y N-metilbencimidazol presentan una notable actividad antigiardiasica
(Soria-Arteche et al., 2013; Matadamas-Martinez et al., 2016). En otro estudio, se
probaron in vitro nuevos hibridos de benzimidazoles con pentamidina, encontrandose una
mejor actividad antigiardiasica que el uso de pentamidina o metronidazol por si solos
(Torres-Gomez et al., 2008). Otro farmaco, el disulfiram, ha mostrado resultados
alentadores en el tratamiento de la giardiasis en ratones al inhibir la enzima carbamato
cinasa, lo cual lo convierte en un candidato prometedor en el tratamiento de este parasito
(Galkin et al., 2014). Otro candidato es el inhibidor de la cisteina proteinasa de Giardia,
E-64, en trofozoitos, el cual ha podido inhibir las tasas de crecimiento, adherencia y
viabilidad en mas del 50% (Carvalho et al., 2014). Por otra parte, un informe experimental
in vivo e in vitro mostré la eliminacion del parasito del intestino y la mejora de las
alteraciones intestinales después de la administracion oral de miltefosina (un agente
antileishmanial), revelando que este farmaco es capaz de actuar a nivel de la membrana
celular y del disco ventral produciendo alteraciones morfolégicas (Eissa et al., 2012). Otra
investigacion encontré6 que el omeprazol, destinado al tratamiento de enfermedades
estomacales de acidosis (Ulceras, gastritis), es funcional contra la giardiasis, provocando

la inactivacion de la enzima triosafosfato isomerasa del parasito de manera dosis-

33



dependiente, sin afectar a la misma enzima presente en el ser humano (Reyes-Vivas et
al., 2014).

Las plantas medicinales han sido desde tiempos antiguos un método para el
tratamiento de las parasitosis. Estudios como el de Birdi y colaboradores en el 2011
demostraron que los extractos acuosos a partir de las hojas de Psidium guajava tienen
una actividad antigiardiasica in vitro, pudiendo ser eficaces en el tratamiento de la
giardiasis, especificamente contra G. duodenalis (Birdi et al., 2011). Del mismo modo, el
kaempferol un compuesto obtenido de la raiz de Cuphea pinetorum, la cual ha sido
empleada en la medicina tradicional para tratar la diarrea, presenta actividad
antigiardiasica (Calzada, 2005). También el uso de triterpenoides aislados de la corteza
de la raiz de Hippocratea excelsa podria conducir a una actividad moderada a débil contra
G. duodenalis (Mena-Rején et al., 2007). Los extractos de la fruta de Sambucus ebulus 'y
Terminalia ferdinandiana poseen actividad como inhibidores trofozoitarios de G.
duodenalis (Rahimi-Esboei et al., 2013; Rayan et al., 2015). En un estudio in vivo, llevado
a cabo por Mahmoud y col. en el 2014, se detect6 que el jengibre y la canela fueron
responsables de lesidon estructural de los trofozoitos y mejoria del dafio de la mucosa
intestinal en ratas producido por la infeccion con G. duodenalis, y este efecto es mayor al
exponer los animales experimentales al extracto de canela (Mahmoud et al., 2014). Por
otra parte, el extracto de Mentha piperita también actua sobre los trofozoitos de G.
duodenalis, al provocar alteraciones en la superficie de la membrana plasmatica e
inhibicion de la adhesion del parasito al intestino, sin mostrar efectos téxicos sobre la
linea intestinal empleada (Vidal et al., 2007). También se reportd la eficacia contra G.
duodenalis de la fraccion diclorometandica obtenida de las hojas de Hovenia dulcis en

ausencia de efectos citotdxicos en las lineas celulares empleadas (Gadelha et al., 2005).

Algunos estudios han hecho referencia a la posibilidad de desarrollar una vacuna
contra Giardia spp, mediante el uso de trofozoitos mutados que expresan todo el
repertorio de VSPs (Rivero et al., 2010; Serradell et al., 2016, 2018), o el empleo de otros
antigenos de superficie como a-giardinas y CWP2 (Jenikova et al., 2011; Feng et al,,
2016; Davids et al., 2019). Estas inmunizaciones han logrado despertar en diversos
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grupos animales una respuesta inmune (Faubert, 2000; Rivero et al., 2010; Feng et al.,
2016; Davids et al., 2019; Serradell et al., 2018, 2019), capaz de disminuir la carga
parasitaria en una segunda infeccioén con el parasito (Faubert, 2000; Rivero et al., 2010;
Feng et al., 2016; Serradell et al., 2016, 2018; Davids et al., 2019). Aunque el empleo de
la inmunizacion con los antigenos de Giardia ha dado buenos resultados en animales
ante una segunda infeccién con el parasito, hasta el momento no se ha probado en

humanos.

1.8 Morfologia de G. intestinalis

1.8.1 Quiste

Producto del proceso de enquistamiento se genera un quiste, el cual es considerado
la forma infectante del parasito (Adam, 2001). Los quistes son expulsados a través de
las heces de individuos infectados y se ha reportado que son capaces de permanecer
viables por varias semanas a temperatura ambiente (Cernikova et al., 2018). Después de
la excrecion, son capaces de infectar inmediatamente a un nuevo hospedero que lo
ingiera, por lo que no requieren una maduracién en el medio exterior (Plutzer et al., 2010),
siendo responsable del inicio de un nuevo ciclo infeccioso (Cernikova et al., 2018). El
quiste tiene una forma oval, mide aproximadamente 8-12 mm de largo y 7-10 mm de
ancho (Benchimol et al., 2011). Contiene en su interior dos trofozoitos que culminaron la
cariocinesis, pero no la citocinesis, por lo que se caracteriza por presentar cuatro nucleos,
ademas de otras estructuras como cuerpos basales, axonemas, flagelos contraidos y
fragmentos del disco ventral (Fig. 4) (Adam, 2001; Benchimol et al., 2011). Presenta una
actividad metabdlica baja, que corresponde al 10 - 20% de la encontrada en los
trofozoitos (Adam, 2001; Lauwaet et al., 2007a).
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Figura 4. A) Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de un quiste de G. intestinalis. B) Diagrama de un quiste de Giardia. F:
Flagelo, DF: Disco ventral fragmentado, Ax: Axonema de flagelos, N: Nucleo, V: vesicula, EP: Espacio peritrofico, PQ: Pared del
quiste. Barra: 500 nm (Benchimol et al., 2011).

El quiste se encuentra recubierto por una capa con grosor de 0.3 - 0.5 pym, la cual esta
formada por una capa o pared externa y una interna que a su vez, esta constituida por
dos membranas: la membrana exterior e interior; esta ultima constituye la membrana del
trofozoito (Erlandsen et al., 1989). Las dos membranas que componen la capa interna
estan separadas por un espacio peritrofico (Fig. 4B), el cual se forma producto de la
migracion de vacuolas a la periferia celular durante el enquistamiento y su crecimiento
para formar dicho espacio (Chavez-Munguia et al., 2004). Posteriormente, la fractura de
estas vacuolas pudiera conllevar a la formacion de ambas membranas (Chavez-Munguia
et al., 2004). La capa externa se ha visto que estda conformada por el carbohidrato
complejo N-acetilgalactosamina y varias proteinas (Chiu et al., 2010; Eligio-Garcia et al.,
2011) llamadas proteinas de la pared del quiste 1, 2 y 3 (CWPs 1, 2 y 3), ricas en
repeticiones de leucina y la presencia de abundantes cisteinas en la region C-terminal
(Carranza et al., 2010; Benchimol et al., 2011), proteinas quisticas invariables con alto
contenido de cisteina (HCNCp) (Davids et al., 2006), y proteinas quisticas similares al
factor de crecimiento epidermal (EGFCP1), ambas ricas en cisteina (Chiu et al., 2010).
La N-acetilgalactosamina forma una red empaquetada de filamentos (Fig. 5) (Erlandsen
et al., 1989; Chatterjee et al., 2010), a los cuales se unen en forma de complejo las CWPs

(Fig. 5 C) (Chatterjee et al., 2010), teniendo una mayor unién las CWP1, seguido de
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CWP2 y CWP3 (Chatterjee et al., 2010). Aunque se considera que la capa externa del
quiste es impermeable, se ha visto que algunas moléculas logran penetrar esta barrera,
a diferencia de la capa interna, la cual es totalmente impermeable (Chavez-Munguia et
al., 2004).

Figura 5. A) Microscopia electronica de barrido de bajo voltaje (LVSEM)de un quiste de G. intestinalis. Se aprecia la estructura
filamentosa de la pared externa del quiste, asi como arreglos espirales que pueden adoptar estos filamentos (*). Barra: 0,5 ym. B)
Amplificacién de una seccién de A). Barra: 1 ym. C) Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de una seccién delgada de un
quiste, tefido con rojo rutenio. Se puede apreciar la delgadez de la pared externa (flecha de doble punta, la flecha mide 0.4 pm de

largo) y fibras de NAcGal recubiertas con los complejos protéicos (flechas) formados por CWPs. Barra: 100 nm (Erlandsen et al.,

1.8.2 Enquistamiento

La enquistacién es el proceso en el que se forma un quiste maduro a partir de un
trofozoito. Las condiciones como la alcalinidad del medio (Adam, 2001), la escasez de
colesterol (Carranza et al., 2010) y la exposicidon a las secreciones biliares (las sales
biliares son capaces de formar micelas con el colesterol inhibiendo su internalizacién por
parte del trofozoito) (Erlandsen et al., 1996; Carranza et al., 2010) conllevan a la induccién
de la enquistacion. Aunque se ha visto que los niveles de colesterol en el trofozoito

aumentan al inicio del enquistamiento (Mendez et al., 2013), son solo necesarios para
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cumplimentars el proceso (De Chatterjee et al., 2015). También se ha propuesto que una
escasez de nutrientes debido a una sobrepoblacién en el intestino es un factor detonante
(Pham et al., 2017).

Se considera que el proceso de enquistamiento in vitro dura aproximadamente 16 h
(Erlandsen et al., 1996), aunque es probable que pudiera ser diferente al tiempo in vivo
(Midlej et al., 2009). Se han establecido dos fases, la fase temprana y la fase tardia. La
primera consiste en la sintesis intracelular y el transporte de los componentes de la pared
del quiste (Adam, 2001), fendbmeno que dura aproximadamente 10 h (Erlandsen et al.,
1996). En esta fase se comienzan a expresar los genes que codifican para las proteinas
de la pared del quiste, que hasta este momento se encontraban inactivados en el
trofozoito (Adam, 2001; Einarsson et al., 2016). A medida que se generan las proteinas,
se trasladan hacia el reticulo endoplasmatico (Arguello-Garcia et al., 2009b). También se
forman las vesiculas de enquistamiento (ESVs), las cuales van a conducir a estas
proteinas desde su sitio inicial de deposicién en el reticulo endoplasmatico hacia la
periferia del trofozoito (Midlej et al., 2009; Bittencourt-Silvestre et al., 2010; Eligio-Garcia
et al., 2011; Cernikova et al., 2018). La NAcGal también se sintetiza en esta fase
temprana (Arguello-Garcia et al., 2009b). Se transportan, en pequefas vesiculas,
diferentes a las ESVs, denominadas vesiculas de carbohidratos de enquistamiento
(ECVs) (Chatterjee et al., 2010, Midlej et al., 2009).

La fase tardia se caracteriza por el ensamblaje de la pared del quiste a partir de los
componentes sintetizados y posicionados en la superficie celular durante la fase
temprana. Lo anterior puede verse como deposiciones fibrilares en la superficie del
parasito mediante microscopia electrénica de barrido (Fig. 6 D) (Midlej et al., 2009).
Durante todo este proceso el parasito cambia de la morfologia periforme a ovoide,
mediante el agrandamiento del reborde del trofozoito, englobando el interior del parasito
y la generacién de una concavidad en la region ventral (Fig. 6 B-E) (Midlej et al., 2009).
A medida que avanzan los cambios morfologicos, se comienzan a retener los flagelos
dentro del quiste en formacion (Fig. 6). Los ultimos en internalizarse son los flagelos

caudales, pudiéndose apreciar en los momentos finales de la maduracion del quiste, una
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cola formada por estos dos flagelos (Fig. 17 G) (Erlandsen et al., 1996; Midlej et al., 2009).
Segun plantean Midlej y col., durante la enquistaciéon o enquistamiento, y en el quiste
maduro, los flagelos son mantenidos en vacuolas y pueden tener cierto movimiento
(Midlej et al., 2009). Por otra parte, el disco ventral comienza a abrirse desde la fase
temprana de la enquistacion y el parasito pierde la capacidad de adhesion (Palm et al.,
2005; Midlej et al., 2009). Una vez formado el quiste, se puede observar esta estructura
completamente fragmentada (Palm et al., 2005; Midlej et al, 2009). Durante el
enquistamiento, los niveles de RNAm de los genes que codifican las proteinas del disco
se regulan negativamente (Palm et al, 2005; Jenkins et al., 2012). También los
mitosomas van a llevar a cabo divisiones, para dar lugar a un numero mayor de estas
estructuras en el quiste maduro (Voleman et al., 2017), observandose una disminucién
del contenido de chaperonas en su interior (Midlej et al., 2016). Finalmente, se cierra el
opérculo que se genera durante el redondeo de la célula (Fig. 6 F y H) (Midlej et al., 2009).
El quiste completa su maduracién con el desarrollo del espacio peritréfico y la adquisicion

de 4 nucleos, un proceso que requiere menos de 2 horas (Erlandsen et al., 1996).

Durante todo el proceso de enquistamiento existe variabilidad en cuanto a la expresion
de diversos genes, existiendo represion o sobreexpresion en determinados momentos
(Cernikova et al., 2018). Como se menciond, los genes que codifican proteinas de la
pared del quiste comienzan a sobrexpresarse desde la fase temprana, como cwp2,
considerado un marcador de la enquistamiento (Eligio-Garcia et al., 2011), asi como las
enzimas que intervienen en la sintesis de NAcGal (Eligio-Garcia et al., 2011). También se
regulan una gran cantidad de proteinas que intervienen en diversas funciones. Se
sobrexpresan proteinas de biosintesis, enzimas de la glicdlisis, proteinas de secrecion,
de unidn a proteinas no plegadas, de unién a cofactores, de unién a nucleétidos,
ATPasas, VSP/Furin like, EGF-like y EGF-like/laminina (Lauwaet et al., 2007a; Morf et al.,
2010; Faso et al., 2013; Emery et al., 2015; Einarsson et al., 2016). Posteriormente, la
expresion de algunas de las proteinas anteriores disminuye hasta alcanzar un estado
basal (Faso et al., 2013). Por otra parte, desde el inicio se regulan negativamente otras
como componentes del citoesqueleto, algunas histonas, proteinas integrales de

membrana, proteinas que intervienen en la traduccién y algunas de actividad catabdlica
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(Faso et al., 2013; Emery et al., 2015; Einarsson et al., 2016). También las VSPs cambian
su expresion durante el enquistamiento, mostrando un enlace entre enquistamiento y la

variacion antigénica de la superficie del parasito. (Emery et al., 2015; Einarsson et al.,
2016).

Figura 6. Microscopia electronica de barrido de trofozoitos de G. intestinalis en enquistamiento. Se puede observar como el
alargamiento del reborde del trofozoito y la concavidad adquirida en la regién ventral (B-E) conlleva a un cambio en la morfologia
aplanada (A). La presencia de una cola es indicador de que el quiste aun esta en proceso de maduracién (G). Finalmente, el cierre
del opérculo (F y H) indica que se ha formado el quiste en su totalidad. Véase también la deposicion del material fibrilar en la superficie

del trofozoito en enquistacion (D), lo cual corresponde a la formacion de la pared externa del quiste. Barras: 1 ym (Midlej et al., 2009).

La regulacion negativa o positiva de genes de G. intestinalis durante el enquistamiento
esta influenciada tanto por factores epigenéticos como desacetilasas de histonas,
metiltransferasas de histonas, acetiltransferasas de histonas y la helicasa remodeladora
de cromatina SNF2, los cuales cambian sus niveles de expresion durante este evento
(Carranza et al., 2016; Einarsson et al., 2016; Salusso et al., 2017), como por la

sobreexpresion de varios factores de transcripcion (Huang et al., 2021). Uno de los mas
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estudiados ha sido Myb2, el cual se une especificamente a la secuencia C(T/ A)ACAG
rio arriba del sitio Inr del promotor de los genes cwp7-3, de si mismo (myb2) y del gen
que codifica para la enzima G6PI-B, la primera en la ruta biosintética de NAcGal (Sun et
al., 2002; Huang et al., 2008), actuando como un transactivador de estos genes (Sun et
al., 2002; Huang et al., 2008), potenciando la generacion de quistes (Huang et al., 2008).
Otros factores de transcripcion también contribuyen a la sobreexpresion de las proteinas
de la pared del quiste. MBF1, PAX1 y PAX2 (Wang et al., 2010; Chuang et al., 2012;
Huang et al., 2021) se unen a la region rica en AT del iniciador de los promotores de
cwp1-3y myb2 (Wang et al., 2010; Huang et al., 2021). Ademas, MBF1 interactiua con
E2F1, Pax2, WRKY y Myb2 (Huang et al., 2021). ARID1 se une a esta region, pero su
efecto transactivador solo se ha visto con cwp? (Wang et al., 2007). También la
topoisomerasa | de G. Intestinalis TOP3[3 se une a los promotores de cwp7-3, cuando la
cadena de DNA esta en forma simple, aumentando los niveles de mRNA de estas
proteinas y también de Myb2 (Sun et al., 2020). El factor de leucemia mieloide (MLF) de
este parasito parece influenciar en la generacion de quistes, pues su sobrexpresion
resulta en un incremento de CWP1 y MYB2, al igual que en un aumento de los mRNAs
de cwp1-3y myb2 (Lin et al., 2019). E2F1 aumenta en la enquistacion, principalmente en
la fase tardia. Se puede unir al promotor de timidina cinasa, cwp1-3, myb2 y a su propio
promotor, actuando como transactivador en una region rio arriba del sitio de iniciacion
(Su et al., 2011). De igual modo regula a mas de 60 genes (Su et al., 2011). Por otra parte,
se encuentra WRKY, el cual se une a los promotores de cwp7-3, myb2 y wrky,
promoviendo su expresion (Pan et al., 2009). GLP1/2 actua como factor de transcripcion
en el gen cwp1 (Sun et al., 2006). La enzima arginina desiminasa (ADI) es uno de los
factores que inhiben la produccién de las proteinas de la pared del quiste, una vez que
esta estructura estd completamente formada. Durante el enquistamiento se traslada al
nucleo donde actia como peptidil arginina desiminasa (PAD), induciendo la regulacién
negativa de los genes cwp, en el momento que ya la pared externa del quiste esta
formada, mediante un mecanismo desconocido (Vranych et al., 2014). También se ha
visto que PI3K, tirosinas cinasas y el citoesqueleto de actina son importantes en el
proceso de enquistamiento, tanto al inicio como en la regulacion del proceso en general
(Castillo-Romero et al., 2009; Bittencourt-Silvestre et al., 2010).
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1.8.2.1. ESVs

Se plantea que las ESVs se originan en membranas especializadas del reticulo
endoplasmatico, las membranas perinucleares del reticulo endoplasmatico (PNM) y los
sitios de salida del reticulo endoplasmatico (ERES) (Touz et al., 2017). La biogénesis
puede ser a partir de la generacién de varias vesiculas ESVs inmaduras cubiertas con
CORPII en estos sitios de salida del reticulo endoplasmatico y su fusion para formar una
ESV madura (Fig. 7) (Marti et al., 2003). O a partir de cisternas agrandadas del reticulo
endoplasmatico (Fig. 7) (Lanfredi-Rangel et al., 2003).

Se cree que la forma de las ESVs cambia de irregular a esférica a medida que avanza
la maduracion de la carga (Stefanic et al, 2006). Esta maduracion implica un
reclutamiento temprano de proteinas de la matriz periférica en las membranas de ESVs
inmaduras, incluida la B'COP, un ortélogo de la proteina que interactua con Yptip del
transportador de GTPasa de levadura (YiP), Rab11, la proteina similar a la dinamina
(DLP), y un reclutamiento tardio de otros como la cadena pesada de clatrina (CLH). Estas
dos ultimas son las mas abundantes en las ESVs (Arguello-Garcia et al 2009b). También
se verifica el plegamiento correcto de las proteinas que trasladan las ESVs inmaduras.
De encontrase proteinas mal plegadas, estas vesiculas inmaduras son recubiertas por
COP | y retornadas al reticulo, donde ocurre el procesamiento por chaperonas (Fig. 7)
(Marti et al., 2003).
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Figura 7. Diagrama de las posibles vias de trafico de proteinas de la pared del quiste (CWPs). 1) Las CWPs se trasladan en
pequefias vesiculas de enquistamiento (ESVs) inmaduras cubiertas de COPII desde los ERES del reticulo endoplasmatico (ER),
para fusionarse dando lugar a una ESVs maduras. 2) Las ESVs se originan a partir de cisternas alargadas del ER. 3) Las vesiculas
inmaduras con determinadas afectaciones (ej: presencia de proteinas mal plegadas en su interior) pueden retroceder al ER, en
un proceso dependiente de su recubrimiento con COPI. La deposicién del contenido de las ESVs sobre la membrana plasmatica
puede ocurrir 4) mediante el transporte hacia las vesiculas periféricas (PVs) lugar donde se ha visto que ocurre un procesamiento
de CWP2, 5) la fusién de las ESVs con la membrana plasmatica o 6) la fragmentacion de las ESVs maduras en la periferia, y la

exocitosis del contenido tras la fusion de las ESVs fragmentadas con la membrana plasmatica. N: ndcleo (Hehl et al., 2004).

Las ESVs maduras pueden fusionarse directamente con la membrana plasmatica del
parasito, descargando su contenido (Fig. 7) (Hehl et al., 2004). También pudieran
fragmentarse en varias vesiculas secretorias para fusionarse con la membrana
plasmatica y descargar su contenido (Fig. 7) (Marti et al., 2003) o pudiesen fusionarse
con las vesiculas periféricas, lugar donde, al parecer, ocurre un procesamiento
proteolitico de CWP2, y posteriormente una fusion con la membrana plasmatica y la
liberacion del contenido (Fig. 7) (Lujan et al., 2003). Varias proteinas parecen inducir o
estar involucradas en la formacion de las ESVs, tal es el caso de CWP1 (Ebneter et al.,
2016), CWP2 (Gottig et al., 2006), TOP3pB (Sung et al., 2019) y la enzima gGIcT1, la cual
permite la formacién de ESVs mas grandes (Mendez et al., 2013). Rac contribuye a la
maduracion de estas vesiculas y a la secrecion de CWPs (Krtkova et al., 2016). También

el colesterol internalizado al inicio del enquistamiento es necesario para la biogénesis de
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estas vesiculas y para la generacion de quistes (De Chatterjee et al., 2015). Una vez
maduro, el quiste es expulsado en las heces del hospedero, siendo capaz de resistir las
condiciones del medio exterior para infectar a otro individuo o animal que lo ingiera
(Benchimol et al., 2011).

1.8.3 Desenquistamiento

Una vez que el quiste es ingerido, su llegada al estbmago desencadena el proceso de
desenquistamiento, gracias a la acidez y la presencia de péptidos (Davids et al., 2011;
Cernikova et al., 2018). Esta transformacion del parasito no esta del todo entendida a
nivel celular y molecular (Benchimol et al., 2011). Segun Erlandsen y col. (1996), es un
proceso que, in vitro, ocurre en menos de 30 min. El medio acido del estbmago actua
fragilizando la pared externa del trofozoito, para que una vez alcanzado el duodeno
intestinal culmine el proceso de desenquistamiento (Allain et al., 2017). En el duodeno,
las cisteina proteinasas del parasito facilitan la salida del exquizoito tetranucleado del
interior del quiste (Slavin et al., 2002; Rascoén et al., 2013). Al parecer, las paredes del
quiste se vuelven mas suaves y deformables, y las proteinasas degradan las proteinas
del quiste, mientras que las glicohidrolasas degradan las fibrillas de NAcGal (Chatterjee
et al., 2010). Las proteasas se han localizado en vesiculas dentro del quiste, las cuales
liberan su contenido previo al desenquistamiento en el espacio periplasmico (Benchimol
et al., 2011). Durante este proceso, los flagelos se dirigen hacia la regién posterior del
quiste y sobresalen a través de una apertura en la pared del quiste, permitiendo que el
exquizoito salga a través de esta abertura (Fig. 8) (Mclnally et al., 2016). Se ha propuesto
que los flagelos pudieran tener un rol en la apertura del quiste (Bingham et al., 1979). Por
otra parte, la region del opérculo pudiera ser estructuralmente mas débil que el resto del
quiste, favoreciendo el desenquistamiento en esta regién (Benchimol et al., 2011). Una
vez fuera, se pueden ver dos discos ventrales en el exquizoito, formados a partir del
reensamblaje de los fragmentos almacenados (Palm et al., 2005). El exquizoito lleva a
cabo dos divisiones celulares consecutivas para producir cuatro trofozoitos binucleados.

Se considera que la division del exquizoito, una vez liberado, es dependiente de eventos
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de fosforilacion mediados por serina/treonina cinasas (Lauwaet et al., 2007b; Alvarado et
al., 2010). La primera division sélo involucra citocinesis, pues la cariocinesis ya ocurrié
durante el enquistamiento; la segunda presenta cariocinesis seguida de una citocinesis
(Mclnally et al., 2016).

Figura 8. Desenquistamiento de G. intestinalis. Barra: 1 um (Benchimol et al., 2011).

Varias enzimas intervienen como reguladoras del proceso de desenquistamiento. Se
ha visto que la senalizacion de la proteina cinasa A activa el desenquistamiento (Reiner
et al., 2003) y que al afectarse, se inhibe este proceso (Abel et al., 2001). También la
enolasa parece estar involucrada en el desenquistamiento, al afectarse este proceso en
presencia de la enzima mutada o con delecion de determinados residuos (Castillo-
Romero et al., 2012). Se ha visto que una fosfatasa que actua sobre CWP1 y 2 contribuye
en el proceso de desenquistamiento al defosforilar estas dos proteinas y asi exponerlas
a las proteasas del parasito y del hospedero (Slavin et al., 2002), mientras que la
sefalizacion por calcio es requerida posteriormente para la activacién del exquizoito
(Reiner et al., 2003).

1.8.4 Trofozoitos

El trofozoito de G. intestinalis tiene un cuerpo caracteristico en forma de pera con 12-

15 mm de largo y 5-9 m de ancho y 1-2 mm de espesor. Posee dos nucleos con su
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respectiva envoltura nuclear, ubicados anteriormente y de manera simétrica con respecto
a la linea longitudinal del cuerpo (Fig. 9), y varias estructuras citoesqueléticas
compuestas principalmente de microtubulos: cuatro pares de flagelos, el cuerpo medio,
el funis y el disco ventral (Fig. 9) (Carranza et al., 2010; Benchimol et al., 2011). Estas
estructuras son importantes para la fijacion, el desplazamiento de los trofozoitos y son
el blanco de algunos farmacos utilizados para tratar la infeccion. Otras estructuras
incluyen las vesiculas periféricas (Fig. 9), ribosomas, lisosomas y granulos de glucdégeno
esparcidos en todo el citoplasma (Carranza et al., 2010; Benchimol et al., 2011). Presenta
un reticulo endoplasmatico alrededor de los nucleos e irradia hacia la periferia celular.
Carece de aparato de Golgi y de otros organelos eucariontes "tipicos", como peroxisomas
y mitocondrias; no obstante, presentan organelos considerados remanentes
mitocondriales: los mitosomas, los cuales se ubican en todo el citoplasma (Tovar et al.,
2003; Carranza et al., 2010; Benchimol et al., 2011).

Figura 9. Diagrama donde se observan las diferentes estructuras celulares en un trofozoito de G. duodenalis. (N) Nucleo, (PV)
Vesiculas periféricas, (MB) Cuerpo medio, (D) Disco ventral, (AF) Flagelos anteriores, (F) Funis, (LF) Flagelos laterales, (VF)

+ Flagelos ventrales y (CF) Flagelos caudales. (Benchimol et al., 2011).

El citoesqueleto de G. intestinalis se caracteriza por una abundancia de estructuras

microtubulares (MTs), presencia de filamentos cortos de actina (ACT) (Paredez et al.,
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2011) y una ausencia de filamentos intermedios (Adam, 2001). Dentro del genoma de G.
intestinalis existen dos genes diferenciales para a tubulina y tres para B tubulina
(Campanati et al.,, 2003). En un estudio se encontré que anticuerpos dirigidos contra
tubulina de diferentes eucariontes son capaces de detectar la tubulina de G. intestinalis,
mostrando que este parasito presenta similitud con otros eucariontes. Al parecer la
estructura microtubular se presenta compuesta de diferente manera en varias regiones,
al observarse patrones diferentes de deteccion con los diferentes anticuerpos usados
(Campanati et al, 2003) y efecto diferente al usar albendazol y evaluar la
desestabilizacion microtubular (Huang et al., 2006). La tubulina de G. intestinalis puede
sufrir modificaciones postraduccionales como poliglisilacion, poliglutamilacién,
fosforilacién y tirosinacion/destirosinacion involucrando el residuo tirosina terminal
(Elmendorf et al., 2003). Ademas, la lisina en la posicion 40 esta conservada y puede ser
acetilada. La poliglisilacion es la modificacion dominante y comprende el 40% de la
tubulina a modificada (Elmendorf et al., 2003).

Los microtubulos son la estructuras citoesqueléticas mas abundantes de Giardia,
presentes en los flagelos, el disco ventral, el funis y el cuerpo medio (Fig. 10) (EImendorf
et al., 2003), por lo que esta fraccion del citoesqueleto esta participando en procesos de
adhesion, division celular, motilidad, enquistacion y desenquistacion, funciones celulares
mediadas por estas estructuras, ademas de estar involucrados directamente en la
morfologia, la divisiébn de los cromosomas y presuntamente en el trafico vesicular
(Dawson et al., 2011). Los MTs de los flagelos estan en el tipico arreglo 9+2 de los flagelos
eucariontes (Figs. 13 y 14) (Elmendorf et al., 2003). Los del disco estan compuestos por
13 protofilamentos asociados a la membrana ventral (Figs. 10 y 18) (Kattenbach et al.,
1996). Por su parte los MTs que forman parte del cuerpo medio se encuentran
estrechamente empaquetados, y se presume que sean incorporados eventualmente al
disco ventral, considerandose el cuerpo medio un centro de almacenamiento de
microtubulos (Dawson et al., 2011). En cuanto a las proteinas asociadas a microtubulos
(MAPs), en la literatura solo se ha hecho referencia a un gen que codifica para
MAP215/Dis1 (Gard et al., 2004) y no se ha reportado la presencia de otras MAPs

canonicas de eucariotes. No obstante, con los microtubulos del disco ventral interactian
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varias proteinas que se asocian a la region interna de esta estructura, asi como las
microcintas (Figs. 16 y 18), las cuales no estan caracterizadas (Schwartz et al., 2012; Kim
et al., 2016 Nosala et al., 2020). Varias de estas proteinas que pueden interactuar con
MTs carecen de homologia a las MAPs candnicas (Morrison et al., 2007). Los roles
celulares de estas nuevas MAPs en modular la dinamica microtubular aun estan por
descubrirse (Nosala et al., 2015). Por otra parte, si se ha evidenciado la presencia de las
proteinas motoras cinesina y dineina (Elmendorf et al., 2003). La cinesina 1 esta
involucrada en el transporte vesicular; las cinesinas 2 y 13 participan en el mecanismo
de construccion del flagelo (Fig. 13) y la cinesina 3, la cual tiene un rol en el
mantenimiento de la longitud del huso mitético (Elmendorf et al., 2003; Dawson et al.,
2011). Ambas proteinas motoras no se han reportado en el disco ventral (Dawson, 2010).
Las dineinas se han visto solamente involucradas en el flagelo (Fig. 13) (Elmendorf et al.,
2003).

= ventral flagella  anterior flagella basal bodies
——

posterolateral
flagella

actin helix

caudal flagella

median body :
actin filaments
anterior flagella

ventral adhesive disc

Figura 10. Organizacion del citoesqueleto de G. intestinalis. A) Microscopia de inmunofluorescencia donde se observa la distribucién
de actina (verde), tubulina (rojo) y el DNA (azul). B) Diagrama de un trofozoito de G, intestinalis con las regiones asociadas a cada
estructura citoesqueléticas marcada de acuerdo con lo obtenido en A. Los colores en B presentan el mismo significado descrito en A
(Paredez et al., 2014).
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La actina en Giardia se presenta formando microfilamentos, los cuales son menos
abundantes que los microtubulos (Elmendorf et al., 2003). En G. intestinalis solo existe
un gen que codifica actina, el cual presenta aproximadamente un 69% de identidad al
compararlo con el de otros eucariontes (www.ncbi.nlm.nih.gov). La actina se ha detectado
en la periferia del disco ventral, el cuerpo medio, en la region nuclear, en relacién con los
brazos de dineina de los flagelos y alrededor de las vesiculas de enquistamiento (ESVs)
(Fig. 10) (Castillo-Romero et al., 2009; Paredez et al., 2011). Este citoesqueleto interviene
en diferentes procesos como la morfologia del parasito (Correa et al., 2006; Castillo-
Romero et al., 2009), la adhesion (Feely et al., 1982 a y b; Roskens et al., 2002; Correa
et al.,, 2006), el enquistamiento (Castillo-Romero et al., 2009; 2010), la endocitosis,
especificamente de ceramidas (Hernandez et al., 2007), el crecimiento del trofozoito y la
muerte celular (Correa et al., 2006; Castillo-Romero et al., 2009). De manera que el
citoesqueleto de actina es una estructura critica para el desarrollo de funciones vitales en

este microorganismo.

Las funciones del citoesqueleto de actina son llevadas a cabo aun en ausencia de la
mayoria de las proteinas candnicas asociadas a actina (ABPs), entre ellas la miosina
(Elmendorf et al., 2003; Paredez et al., 2011). Hasta el momento no se ha encontrado
presencia de vinculina, tropomiosina (Elmendorf et al., 2003), ARP2/3, cofilina, formina o
gelsolina en Giardia spp (Paredez et al., 2011). No obstante, se sabe que a la actina se
unen varias proteinas no descritas (Paredez et al., 2014; Rojas-Gutiérrez et al., 2021),
las cuales pudieran sustituir las funciones de las ABPs canodnicas. Este parasito se
distinge porque, durante la citocinesis, no se forma el anillo de constriccién de actina
(Paredez et al., 2011). Otro aspecto interesante es que durante el enquistamiento, la
actina, al igual que la tubulina, no se despolimerizan a su forma globular, sino que se
rompen en fragmentos largos que quedan almacenados en el citoplasma del quiste para
posteriormente reensamblarse durante el desenquistamento (Elmendorf et al., 2003). El
mecanismo de fragmentacion y reensamblaje es desconocido, aunque al parecer varios
motores citoesquéleticos no caracterizados pudieran contribuir a la generacion de fuerza

mecanica requerida para la reorganizacion subcelular (Elmendorf et al., 2003).
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1..8.4.1.1 Flagelos

Los trofozoitos de Giardia spp presentan cuatro pares de flagelos dispuestos
simétricamente, un par en la regidon anterior del cuerpo o anterolateral, un par en la region
ventral, un par en la regidén posterior o posterolateral y un par en la region caudal (Fig. 9)
(Benchimol et al., 2011). Cada flagelo presenta una region citoplasmatica y otra que se
proyecta fuera del cuerpo celular denominada regién asociada a membrana, las cuales
constituyen dos de las cinco regiones en que se divide el flagelo de eucariontes y las tres
restantes son: el cuerpo basal (zona de nucleacion del flagelo), la zona de transicion y el
poro flagelar (Fig. 11). A diferencia de varios flagelos de eucariotes, en G. intestinalis la
zona de transicion es una pequeia region proxima a los cuerpos basales, en lugar de
toda la regioén citoplasmatica del flagelo (Benchimol et al., 2011). La proporcién entre la
longitud de la region citoplasmatica y la porcion ligada a la membrana varia entre cada
par flagelar. Por ejemplo, mas de dos tercios de la longitud de los axonemas caudales se
encuentra en la regidn citoplasmatica, mientras que solo un tercio del axonema anterior
es citoplasmatico (Hoeng et al., 2008). En la regidon donde cada flagelo se proyecta fuera
del cuerpo celular existe material electrondenso, el cual esta en las proximidades del poro
flagelar (Fig. 11 f) (Hoeng et al., 2008).

mp

' L 2 4 U
Cuerpo zT Regién PF  Region flagelar asociada a la membrana
pasal citoplasmatica

Figura 11. A. Esquema de las regiones de un flagelo de G. intestinalis. B y C. Microscopia electronica de transmision de un
flagelo de G. intestinalis. B. Se pueden ver las diferentes regiones (OD: Dobletes externos de microtibulos, CP: Par central de
microtubulos, BB: Cuerpo basal, TZ: Zona de transicion). C. Transicion desde la region citoplasmatica a la region asociada a
la membrana en el axonema caudal, se puede observar el material electrondenso en la membrana plasmatica (pm). D. 50

Microscopia electrénica de barridode un flagelo de G. intestinalis (fp: Poro flagelar). Escala: 200 nm (Hoeng et al., 2008).



Los cuatro pares de flagelos estan compuestos de microtubulos, cuya estructura es
igual a la de otras células eucariontes, el axonema constituido por un par central de
microtubulos y nueve dobletes conceéntricos (9 + 2) (Benchimol et al., 2011), cada uno de
los ocho axonemas en Giardia tiene una organizacion fija con estructuras radiales que se
extienden a la periferia, y otra mévil por el deslisamiento de los brazos de dineina
(Benchimol et al., 2011). Cada flagelo se construye a partir de cuerpos basales ubicados
en la region anterior del trofozoito, entre ambos nucleos. Los cuerpos basales de los
flagelos anteriores se orientan hacia el extremo anterior de la célula, mientras que los
cuerpos basales que nuclean los axonemas ventrales, caudales y posterolaterales se
localizan el la parte posterior debajo de los dos cuerpos basales anteriores y estan

orientados hacia la parte posterior de la célula (Fig. 12) (Mclnally et al., 2016).

400nm

Figura 12. Ubicacién de los cuerpos basales y flagelos de Giardia. a) Esquema del arreglo de los cuerpos basales y su asociacion
especifica con cada axonema flagelar (A/A’": anterior, C/C’: caudal, P/P": posterior; V/V": ventral, N: ntcleo). b) Micrografia electrénca
de transmisiéon de la region anterior de un trofozoito de Giardia, donde se observa la organizacion de los cuerpos basales y sus
axonemas flagelares asociados (Abb/A’'bb: Cuerpo basal anterior, Cbb/C’bb: Cuerpo basal caudal, Pbb: Cuerpo basal posterolateral,
AAX: Axonemas anteriores, vd: Disco ventral, CFL: Flagelo caudal. c) Microscopia electrénica de transmisiéon de Giardia donde se
muestran los nucleos (N), el disco ventral (D), reticulo endoplasmatico (ER), las vesiculas periféricas (P), los axonemas flagelares
(A), flagelos (F) y los mitosomas (M) (Benchimol et al., 2011; Mclnally et al., 2016).

51



Los axonemas anteriores cruzan la espiral del disco ventral antes de salir en los lados
derecho e izquierdo de la regién anterior de la célula (Mclnally et al., 2016). La distancia
desde el punto de salida desde el cuerpo de la célula hasta la punta de los flagelos es de
aproximadamente 12 um. Los dos axonemas caudales salen del cuerpo de la célula 'y se
extienden aproximadamente 7 um en el extremo posterior; de 8 flagelos, éste es el par
mas pequeno. Los axonemas ventrales salen y se extienden alrededor de 14 pm en el
lado ventral en la region de posterior al disco ventral. Los axonemas posterolaterales se
inclinan hacia afuera en el tercio inferior del cuerpo celular, extendiéndose a unos 8 um

del cuerpo celular (Mclnally et al., 2016).

1.8.4.1.1.1 Mecanismo de construccion del flagelo

Al igual que en muchos otros protozoos flagelados, los axonemas de Giardia se
ensamblan generalmente por extensién y alargamiento, en la punta distal, mediante el
transporte de las subunidades de tubulina hacia dicho extremo. El transporte intraflagelar
(IFT) garantiza la entrega de las subunidades de tubulina desde el cuerpo celular hasta
las puntas de los flagelos, a través del movimiento continuo y bidireccional de grandes
balsas protéicas (Fig. 13) (Briggs et al., 2004). El complejo heterotrimérico de cinesina 2
a y b impulsa el movimiento anterégrado del complejo IFT (A'y B) asociado a tubulina a
lo largo del doblete exterior de los axonemas, hacia la punta flagelar (Fig. 13), mientras
que el movimiento retrogrado de los complejos IFT hacia el cuerpo celular esta mediado
por la dineina 1b citoplasmatica (Fig. 13). El cambio de transporte anterégrado a
retrogrado ocurre en la punta distal. (Dawson, 2010). Durante algun tiempo se penso6 que
la region del cuerpo basal y la zona de transicidn pudieran ser el sitio de acoplamiento
para la organizacion de particulas IFT, como sucede en Trypanosoma spp y mamiferos;
sin embargo, en la actualidad se conoce que tanto los complejos IFT A'y B como los
motores de cinesina 2 probablemente se acoplan en porciones citoplasmaticas de los
axonemas, y se acumulan en las regiones de poros flagelares (Fig. 13), detectandose
también cierta acumulacién en los extremos distales del flagelo (Hoeng et al., 2008;

Mclnally et al., 2019), por lo que es posible que los poros flagelares y las regiones de
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punta distal de los axonemas giardiales representen el comienzo y los puntos finales
respectivos de las vias IFT (Hoeng et al., 2008). Si bien las regiones unidas a la
membrana se ensamblan utilizando mecanismos mediados por IFT, las regiones
citoplasmaticas de cada axonema pueden ensamblarse de una manera independiente de
IFT, dado al hecho que estas regiones no se afecta su longitud del axonema al afectar a
la cinesina 2 (Hoeng et al., 2008; Carpenter et al., 2009). En estas regiones también se

detecta la falta de transporte activo de proteinas IFT (Mclnally et al., 2019).

Como en otros organismos, el BBSoma, complejo responsable del transporte de
vesiculas intracelulares hasta la base del flagelo que juega un rol importante en su funcion
giardial, puede estar involucrado en la union de los IFT Ay B, y las proteinas asociadas
al complejo B de IFT pueden facilitar el ensamblaje o el acoplamiento en los poros
flagelares. Las regiones citoplasmaticas de los axonemas pueden ensamblarse mediante

mecanismos independientes de IFT.

En otros organismos flagelados como clamidomonas, la longitud del flagelo es el factor
limitante para que continle la polimerizacion de éste; sin embargo, en Giardia spp la
longitud del flagelo es el detonante del proceso de despolimerizacion en la punta flagelar,
sin mediar efecto en el proceso de ensamblaje flagelar. La proteina encargada de la
despolimerizacion es la cinesina 13, la cual esta localizada en el extremo distal de cada
flagelo (Dawson et al., 2007; Dawson, 2010). En el trabajo desarrollado por Mclnally y
col. (2019) se encontré que la cinesinal13 se ubica diferencial y dinamicamente en el
extremo de cada par flagelar, en los axonemas caudales mas cortos, contienen mayor
concentracion de esta proteina motora, sin que el proceso de ensamblaje de estos

flagelos sea diferente al resto.

Aunque no esta del todo esclarecido, la cinesina 13 pudiera ser reclutada hacia el
extremo distal de cada flagelo por accion de EB1, una proteina conservada
evolutivamente que se une al extremo + de los microtubulos y que puede modular la

dinamica microtubular. En este extremo distal también se encuentra una cinasa aurora
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like, la cual puede regular el desensamblaje del axonema a través de su accién

regulatoria sobre la cinesina 13 (Dawson et al., 2007; 2010).
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Figura 13. Mecanismos putativos de ensamblaje flagelar y mantenimiento, dependientes e independientes de IFT.
Homélogos giardiales de IFT, BBSoma o proteinas asociadas al complejo B de IFT estan indicadas (Dawson, 2010).

La arquitectura de los flagelos en Giardia también se define por la presencia de
estructuras que estan asociadas a cada par flagelar y por lo tanto, les confieren una
identidad estructural unica, a la vez que los distinguen. Estas estructuras incluyen la placa
marginal, una estructura en forma de bumeran, formada por filamentos que le dan
apariencia de red y que se encuentra asociada a los axonemas anteriores (Fig. 14) (Maia-

Brigagéo et al., 2013). Se plantea que la placa marginal puede ser funcional en la

54



motilidad y anclaje del parasito a los enterocitos (Maia-Brigagao et al., 2013). Las fibras
estriadas asociadas a las regiones citoplasmaticas de los axonemas anteriores son
estructuras repetitivas que conectan la placa marginal y los flagelos anteriores (Fig. 14).
Estas fibras se consideran elementos flexibles, pero de funcion desconocida. También
justo debajo de los flagelos anteriores se ubican unas estructuras denominadas barras
densas (Fig. 14) (Maia-Brigagao et al., 2013). Asociado a los axonemas ventrales se
encuentran unas estructuras similares a aletas, las cuales se extienden desde esta
region, el material electrondenso asociado con los axonemas posterolaterales y los
microtubulos del "complejo caudal" o "funis", que rodean y se extienden desde los
axonemas caudales hacia la periferia celular (Fig. 16). Se cree que el funis modula el
movimiento de los axonemas caudales, dando como resultado la flexién dorsal/lateral de
la cola (Dawson, 2010; Benchimol et al., 2011).

marginal plate (mp)

“ N

ventral flagella fins funis (fn)

Figura 14. Estructuras asociadas a los axonemas de Giardia. Los paneles A y D muestran micrografias electrénicas de transmisién de la placa
marginal (MP), varillas densas (DR) y fibras estriadas (flechas) ambas asociadas con los flagelos anteriores (AA) (vd: Disco ventral, cbb: cuerpo
basal caudal, abb: cuerpo basal anterior, fp: poro flagelar). En B, se muestra que los cuerpos basales del axonema caudal (cbb) nuclean las dos
matrices espirales del disco ventral (B). Estructuras densas de electrones, es decir, "aletas" (flechas negras) asociadas con las porciones unidas
a la membrana de los flagelos ventrales (C). En el panel E, los microtibulos y las fibras de los funis (fn) se muestran irradiando desde los

axonemas caudales hacia la periferia celular (vfl = flagelos ventrales) (N: Ntcleo, mb: Cuerpo medio) (Dawson., 2010; Maia-Brigagéoet al., 2013).



1.8.4.1.1.2 Motilidad flagelar y nado

Durante el proceso natatorio de G. intestinalis, cada par flagelar se comporta de
manera diferente (Benchimol et al., 2011). No todos los pares flagelares tienen formas de
onda flagelar caracteristica, como las observadas en otros flagelos eucarionticos
(Lenaghan et al., 2011). Sin embargo, el movimiento coordinado y diferencial de los ocho
flagelos moviles da como resultado movimientos complejos que son esenciales para el
nado, la division celular y posiblemente el anclaje (esto ultimo asociado al par ventral) del
parasito (Ghosh et al., 2001; Dawson, 2010).

Segun Campanati y col. (2002), en G. intestinalis existen dos tipos de movimientos,
los flagelares y los independientes de flagelos. Al parecer, sélo el par flagelar anterior y
ventral son capaces de generar ondas matiles (Campanati et al., 2002), aunque también
se ha detectado motilidad en el par posterolateral (Lenaghan et al., 2011). Una cuestién
para resaltar es que al estar el par ventral restringido por el surco ventral y a su vez
posicionado en el eje longitudinal del cuerpo, su movimiento conlleva a un
desplazamiento del trofozoito hacia adelante (Lenaghan et al., 2011). Por su parte, el
movimiento independiente de flagelos hace referencia al movimiento de la region caudal,
la cual presenta flexion lateral (derecha e izquierda) y dorsoventral, involucrando 22.5 +
3.7 um? del area caudal para dicha flexion (Lenaghan et al., 2011). Al parecer ambos tipos
de movimientos no son independientes entre si, ya que se ha planteado que la flexion de
la regidn caudal ocurre en asociacion con el movimiento de los flagelos caudales, ya que
al estar estos proximos al funis, la energia y el movimiento generados por los axonemas
se transfieren a éste y a su vez, el funis lo transfiere a las zonas de la membrana celular
préximas, lo que resulta en la luxacion de la region caudal, no debido a la presencia de
proteinas contéactiles, como se llegd a pensar en algun momento (Campanati et al., 2002;
Carvalho et al., 2004; Lenaghan et al., 2011).

Aunque tanto los movimientos flagelares como caudales, pueden ejecutarse en un
trofozoito de libre nado o en un trofozoito anclado a su sustrato, llevando el cambio de la

direccion natatoria y desprendimiento del sustrato, respectivamente (Campanati et al.,
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2002; Carvalho et al., 2004), la fuerza de propulsion de los flagelos activos es
insignificante en comparacion con la fuerza propulsora que ejerce la region caudal
(Lenaghan et al., 2011).

1.8.4.1.2 Cuerpo medio

El cuerpo medio es una estructura formada principalmente por microtubulos. Se
encuentra ubicado transversalmente al eje mayor de la célula (Fig. 9) (Benchimol et al.,
2011) Su funcion es desconocida, aunque se ha propuesto como almacén de tubulina
polimerizada para el ensamblaje del disco ventral (Feely et al., 1990) y de husos
extranucleares durante la division celular (Benchimol et al., 2011). Ademas, se ha
propuesto su participacion en la flexion vertical de la regién caudal del trofozoito debido
a la presencia de proteinas contractiles (Piva et al., 2004). Se ha usado como herramienta
taxonodmica para distinguir especies de Giardia spp, ya que presentan ligeras variaciones
en cuanto a posicién y forma (Filice, 1952; McRoberts et al., 1996). Aunque Erlandsen y
colaboradores (1987, 1990) plantearon que no debe establecerse como unico criterio de
especiacion. Sus dimensiones son 0.2 - 2 um de diametro y 0.8 - 8 ym de largo (Piva et
al., 2004). Ademas de la tubulina, presenta otras proteinas como B-giardinas (Piva et al.,
2004), cinesina 13 (Dawson et al., 2007), EB1 (Kim et al., 2008), la anexina E1(Vahrmann
et al., 2008) y la ANX21, la cual se asocia con fosfolipidos en presencia de Ca?*
(Szkodowska et al., 2002), la proteina reticulante CLP259 (Rojas-Gutiérrez et al., 2021),
la enzima de fosforilacion ERK1 (Ellis et al., 2003), una proteina implicada en la
agrupacion de microtubulos (Benchimol et al.,, 2011), y proteinas contractiles como la
centrina, la cual presenta una actividad contractil sensible a calcio (Correa et al., 2004).
Al parecer se enlaza con la membrana plasmatica y presenta conexiones con los

microtubulos del disco ventral y funis.
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1.8.4.1.3 Funis

El funis es una estructura compuesta por laminas de microtubulos que se extienden
desde la region anterior de los axonemas de los flagelos caudales, cerca de los cuerpos
basales, hasta la regidén caudal del trofozoito (Fig. 9) (Kulda et al.,1995; Benchimol et al.,
2004). Las laminas de microtubulos asociadas a cada uno de los flagelos caudales se
extienden hacia el flagelo posterolateral opuesto, interactuando con las varillas fibrosas
(barras densas) de éstos (Fig. 15), formandose un arreglo bien estructurado. Ambos
flagelos estan unidos por esta estructura (Benchimol et al., 2004, 2011). Se ha planteado
que su funcion es la estabilidad de la region caudal durante el movimiento natatorio del
parasito (Benchimol et al., 2004). No se ha obtenido evidencia de la presencia de actina
en esta estructura, lo que sugiere que su participacion en los movimientos celulares
podria deberse a la polimerizacidén/despolimerizacién de microtubulos o a la presencia de

la proteina contractil centrina (Correa et al., 2004; Benchimol et al., 2011).

Figura 15. Diagrama de la region ventral de G. intestinalis. A) Muestra la célula estatica. En verde y violeta se aprecia el
funis (Fn) que se extienden a partir de cada flagelo caudal (C1y C,) hacia los flagelos posterolaterales (P1y P;). Se puede
observar que el funis se ancla a las barras densas (en rojo) de los flagelos posterolaterales y a la vez estan
interconectados por puentes filamentosos (naranja y sefialados por una flecha). En la region periférica de la zona caudal,

el funis se ancla al epiplasma. DV: Disci ventral, VP: Vesiculas periféricas (Benchimol et al., 2004).
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1.8.4.1.4 Disco ventral

El disco ventral es una estructura unica del género Giardia que es concavo y cubre la
mitad anterior del lado ventral del trofozoito (Carranza et al., 2010). Se ha reportado que,
entre las diferentes especies dentro del género, la estructura exacta del disco varia,
aunque no esta claro cuanto de esta variacion se debe a los métodos de preservacion
estructural en diferentes laboratorios (Adam, 2001). La principal funcién del disco ventral
es la de ventosa, ya que el parasito se adhiere a las microvellosidades de las células
epiteliales del intestino delgado superior, evadiendo asi la peristalsis intestinal y para
llevar a cabo sus vida parasitaria (anclaje in vivo) o se adhiere a sustratos inertes como
plastico o vidrio (anclaje in vitro) (Dawson, 2010). También se ha propuesto su
participacion en la divisidn celular (Palm et al., 2005). Se compone de tres elementos
principales: (i) una matriz espiral dextrégira de microtubulos; (ii) microcintas vy iii) puentes
cruzados, estructuras que unen horizontalmente las microcintas (Figs. 16 y 17) (Holberton
et al., 1973; Holberton, 1981; Schwartz et al., 2012; Brown et al., 2016). Los microtubulos
del disco ventral estan constituidos por 13 protofilamentos (Fig. 18), con 250 — 300 nm
de separacion. Presentan en su mayoria el extremo =" en la zona de nucleacién y el
extremo "+" en el margen del disco (Schwartz et al., 2012). Solo los microtubulos que
forman parte de la matriz supernumeraria presentan el extremo "+ en el cuerpo del disco
(Schwartz et al., 2012). Las microcintas tienen un espesor de 25 nm y estan formadas
por tres laminas: eje, interna y margen (Schwartz et al., 2012; Brown et al., 2016). Cada
lamina se une perpendicularmente a los protofilamentos 7, 8 y 9 de cada microtubulo,
respectivamente, y se extienden dorsalmente en el citoplasma unos 150 - 400 nm (Fig.
18). Se ha visto que una subestructura llamada carril lateral se une a la lamina axial de
las microcintas mediante otra estructura denominada puente (Fig. 18). Las microcintas,
los puentes cruzados, el carril lateral y el puente son de estructura y funcion desconocidas
(Schwartz et al., 2012).
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Cresta lateral

Microtiibulos supernumerarios|

Figura 16. Estructura del citoesqueleto y el disco ventral en Giardia. A) Microscopia electronica de barrido donde se aprecian las
diferentes regiones del disco ventral de G. lamblia, vd: disco ventral, vif: flagelo ventrolateral, Ic: cresta lateral, oz: zona de
solapamiento, ba: zona desnuda. Escala: 2 um. B) Esquema del disco ventral, donde se observa el arreglo microtubular del disco
ventral y las diferentes zonas en que se divide (Hagen et al., 2011; Nosala et al., 2018).

Extremo (-)
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Figura 17. A) Corte transversal de la region del disco ventral de G. lamblia donde se observan los microtubulos inmediatamente
subyacentes a la membrana ventral (vm), asociado a cada microtubulo se observan las microcintas (rib) y dos “sidearms” (x, y). B)
Esquema de los elementos estructurales del disco ventral de G. intestinalis, donde se observan los microtibulos en asociaciéon con

las microcintas y los puentes cruzados que conectan las microcintas entre si (Holberton et al., 1973; Haegen et al., 2011)
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Figura 18. Vista a lo largo del eje de un microtubulo. Cada protofilamento estd numerado en el sentido de las manecillas del reloj.
Se pueden apreciar las tres laminas que componen la microcinta . El puente cruzado se puede ver asociado a la lamina marginal de
la microcinta. Se pueden apreciar el carril lateral conectado a la lamina eje mediante el Puente; asi como varias proteinas asociadas
a la region interna del microtubulo de Giardia (gMIPs), especificamente en los protofilamentos 5, 7 y 8 (gMIP5, gMIP7 y gMIP8), asi
como otras proteinas asociadas a la pared externa del microtubulo (JMAPs) especificamente a los protofilamentos 1, 2y 3 (gMAP1,
gMAP2 y gMAP3) Se aprecia el brazo lateral que abarca del protofilamento 9-12 y se asocia con la aleta la cual se conecta al
protofilamento 13. Barra: 5 nm. (Schwartz et al., 2012).

Dentro del disco ventral se pueden detectar varias zonas (Brown et al., 2016). La zona
central, la cual carece de microtubulos y se denomina zona desnuda (Fig. 16), contiene
numerosas vacuolas unidas a la membrana (Holberton et al., 1973; 1981a). Cercano a
esta zona central, se encuentra la zona de bandas densas de nucleacion de microtubulos,
donde se originan el 59% de todos los microtubulos del disco (Fig. 16). A su vez, esta
zona se divide en dos areas, una que nuclea los microtubulos que componen el cuerpo
del disco y la otra que se encarga de nuclear los microtubulos supernumerarios (Fig. 19).
En esta zona no hay microcintas (Brown et al., 2016). Enseguida se encuentra la zona
de solapamiento o superposicion de microtubulos, la cual a su vez se divide en region
ventral y dorsal (Fig. 16). En la region dorsal, los microtubulos se encuentran
estrechamente empaquetados, con presencia de microcintas cortas. La region ventral se
encuentra entre la zona de solapamiento dorsal y la membrana ventral y carece de la

estrechez caracteristica de la region dorsal (Brown et al., 2016). En algunas especies,
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incluyendo G. intestinalis, se observa comunmente una muesca en el extremo posterior
del disco denominada surco ventral (Fig. 16) (Adam, 2001). Por ultimo, se encuentran la
zona del margen del disco y la cresta lateral (Fig. 16), la primera se caracteriza por
presentar las microcintas dobladas hacia el centro del disco (Brown et al., 2016); la
segunda carece de la estructura microtubulos-microcintas los cuales al parecer son
sustituidos por una estructura fibrosa (Holberton et al., 1973), A esta regién se le han
atribuido funciones contractiles (Feely et al., 1982a) y de fijacion (House et al., 2011). Por
otra parte, resalta la presencia de una estructura microtubular denominada matriz
supernumeraria (Fig. 16 y 19), la cual es levdgira y recae tanto dorsal o ventral a la
estructura principal del disco ventral y también puede poseer microcintas parcialmente
formadas (Holberton et al., 1973). Se desconoce la funcibn de esta matriz

supernumeraria.

Figura 19. Tomografia de tincién negative de la zona de las bandas densas del disco ventral. Panel A) y B) muestran corte
tomografico de los microtubulos del disco y B) los microtubulos supernumerarios (snMT). Se pueden apreciar dos grupos de
bandas densas (BD) trilaminares. Uno de ellos nuclea una porcién de los microtubulos del disco ventral (cuadro azul en A) y
laminas azules en D)); el otro nuclea los microtubulos supernumerarios (cuadro rojo en B) y laminas rojas en D)). Las cajas
B1- B3 muestran proyecciones de las regiones marcadas. B1 y B3 muestran el plano xy, 3.1 nm; B2 muestra el plano xz, 15.5

nm. Barra: 50 nm. (Brown et al., 2016).
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El disco ventral de G. lamblia se encuentra formado por diferentes proteinas asociadas
al disco (DAPs). Ademas de la presencia de a- y B-tubulina como principales
componentes estructurales (Holberton et al., 1981, Palm et al., 2005; Lourenco et al.,
2012), también se localizan a nivel de las microcintas tres familias de giardinas, las cuales
se consideran componentes unicos de esta estructura: i) anexinas (a-giardinas), (ii)
ensamblinas de fibras estriadas (SF-ensamblinas), por ejemplo B-giardina y d-giardina 'y
SALP-1, y iii) y-giardina (Palm et al., 2005; Dawson, 2010; Hagen et al., 2011; Lourenco
et al., 2012). Se ha informado que la d-giardina esta implicada en la union de trofozoitos
de Giardia al epitelio intestinal (Jenkins et al., 2009) y la y-giardina participa en el proceso
de formacion de las microcintas durante la morfogénesis (Kim et al., 2019). También se
han detectado otros componentes proteicos, ya sea péptidos individuales o formando
complejos multiprotéicos (Hagen et al., 2011; Schwartz et al., 2012; Nosala et al., 2018,
2020). Actualmente se consideran que existen 87 DAPs en total, las cuales se distribuyen
diferencialmente en cada zona del disco y se asocian a protofilamentos especificos
dentro de cada microtubulo (Schwartz et al., 2012; Nosala et al., 2020). Algunas DAPs
intervienen en el mantenimiento y funcion del disco ventral, mientras que otras se
desconoce su estructura y funcion (Nosala et al., 2018; 2020). No se han localizado en
esta estructura proteinas candnicas de interaccidon con microtubulos, como proteinas
asociadas a microtubulos (MAPs) o motores de microtubulos, por ejemplo, cinesinas o
dineinas (Dawson, 2010). Ademas de las DAPs, a los microtubulos se asocian dos
subestructuras, los brazos laterales y la aleta. Ambas se unen al margen externo de cada
microtubulo, los brazos laterales se unen a los protofilamentos 9-12 y la aleta al
protofilamento 13 (Schwartz et al., 2012; Nosala et al., 2018). Ambas son estructuras
electrondensas y se desconoce la composicién y funcidon (Holberton et al., 1973;
Schwartz et al., 2012). Por otra parte, varios reportes han indicado la presencia de actina
en el disco ventral (EImendorf et al., 2003; Morrison et al., 2007; Castillo-Romero et al.,
2009); sin embargo, este es aun un tema contradictorio debido, principalmente, al uso de

anticuerpos heterélogos para dicha deteccion (Castillo-Romero et al., 2009).
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2. ANTECEDENTES

Un aspecto notable de este parasito es la ausencia de muchas de las proteinas
candnicas de eucariontes, lo cual va desde la ausencia de filamina y por tanto, la ausencia
del citoesqueleto de filamentos intermedios (Adam, 2001), hasta la carencia de otros
péptidos candnicos en eucariontes, entre ellos las proteinas de union a actina (ABPs)
(Paredez et al., 2011). Muchas de las vias que en otros eucariontes son dependientes de
las ABPs, en Giardia aun en ausencia de estas proteinas son ejecutadas con total éxito.
Lo que conduce a pensar que este microorganismo presenta sustitucion de estas
proteinas por péptidos no ortélogos aun sin describir. Numerosos articulos reflejan el
continuo descubrimiento de nuevos péptidos dentro de este microorganismo (Birkeland
et al., 2010; Faso et al., 2013; Paredez et al., 2014; Martincova et al., 2015; Einarsson et
al., 2016; Emery et al., 2016; Zumthor et al., 2016; Evans-Oses et al., 2017; Nosala et al.,
2018, 2020; Muller et al., 2020; Rojas-Gutiérrez et al., 2021). Estas proteinas no se
encuentran descritas dentro del proteoma de Giardia, desconociéndose, por tanto, su
funcién y pudiendo ser muchas de ellas sustitutas de proteinas canénicas de eucariontes
superiores. Entre estas proteinas destaca CLP259 reportada recientemente por nuestro
grupo de trabajo, en la busqueda de proteinas con funcidn de puente entre los
componentes del citoesqueleto de G. intestinalis (Rojas-Gutiérrez et al., 2021).
Experimentalmente se evidencid que CLP259 logra unirse a los componentes del
citoesqueleto (actina y tubulina), asi como a varias proteinas de diferente estructura y
funcion (Rojas-Gutiérrez et al., 2021). Al parecer tiene una mayor interaccion con actina,
al evidenciarse una alteracion de esta estructura después del silenciamiento de CLP259
(Rojas, 2021). Sus descubridores plantearon que es probable que presente repetidos de
anquirina, asi como una region homologa a proteinas de mantenimiento estructural del
cromosoma (SMCs), aunque estas regiones no fueron caracterizadas en la proteina
(Rojas-Gutiérrez et al., 2021).

Fuera del articulo de Rojas-Gutiérrez y col. (2021), no existen publicaciones, al menos
para Giardia, donde se haga referencia a una posible existencia de proteinas SMCs con

presencia de repetidos de anquirina. Todo lo anterior nos condujo a determinar, mediante
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programas bioinformaticos, si CLP259 es una SMC y confirmar los motivos de anquirina,
asi como poder detectar la existencia de mas proteinas con estas caracteristicas, mas
alla de CLP259. Al tener una presunta interaccion mas fuerte CLP259 con el citoesqueleto
de actina (Rojas-Gutiérrez et al., 2021) y ya que se ha visto que varias proteinas pueden
interactuar con actina directa o indirectamente (Mounier et al., 2002; Unsworth et al.,
2007; Gu et al., 2010; Zhao et al., 2015; Krtkova et al., 2017; Zhang et al., 2020) decidimos
averiguar a través de redes de interaccidn, si dicha asociacion podria ser directa o

mediada por proteinas de interconeccion.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar, desde el punto de vista bioinformatico, las caracteristicas estructurales de
CLP259 y de su interaccion con actina, asi como detectar proteinas similares a CLP259

aun no reportadas en la literatura.

3.20bjetivos Especificos

1. Determinar la ubicacion especifica de los repetidos de anquirina y la region SMC
de CLP259.
2. Determinar las caracteristicas de otras regiones dentro de CLP259 diferentes a los

repetidos de anquirinay SMC

3. Buscar dentro del proteoma de G. intestinalis proteinas similares (presencia de los

mismos motivos y dominios) a CLP259.

4. ldentificar posibles proteinas intermediarias entre la union CLP259-actina
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Caracterizacion de CLP259

Con el fin de conocer la similitud de CLP259 con otras proteinas, se analizé su
secuencia aminoacidica mediante el programa Blastp, dentro de la plataforma del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Se inserto6 la
secuencia de referencia de CLP259 dentro del NCBI (XP_001706381.2) y se escogio que
el programa mostrara proteinas de secuencias no redundantes y mostrara un maximo de

100 proteinas en los resultados.

Para detectar motivos y/o dominios dentro de CLP259, corroborar la presencia de
repeticiones de anquirina, asi como regiones homélogas a SMCs, la secuencia en
formato FASTA de CLP 259 o su cddigo de identificacion (A8BBKY9) fueron insertados en
diferentes programas bioinformaticos: InterPro (www.ebi.ac.uk), SMART (smart.embl-
heidelberg.de), PredictProtein (https://predictprotein.org). En NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) se analizé la proteina mediante la opcion de Identificacion de
Dominios Conservados. En el caso de SwissModel (https://swissmodel.expasy.org), se
selecciono la opcion de construir el modelo de CLP259 para a partir de las opciones de
modelado que nos brinde la plataforma poder conocer posibles dominios o motivos dentro
de la proteina. En DisEMBL (http://dis.embl.de) se insertd la secuencia para determinar
regiones de desorden. Finalmente, empleando ScanProsite (https://prosite.expasy.org)y
el programa AntheProt se determinaron las regiones de posibles modificaciones

postraduccionales.

4.2 Proteinas de G. intestinalis con motivos de anquirina y homologia a proteinas
SMCs.

Para conocer la presencia de otras proteinas que pudieran presentar repetidos de
anquirina y ser homologas a proteinas SMCs, se empleé la seccion Genome Data Viewer

del NCBI. En este apartado se identificaron cada uno de los genes con repetidos de
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anquirina y homélogos a SMCs de esta especie analizada, a la vez que se identificaron

genes que codificaban proteinas con ambas caracteristicas.

Posteriormente, para poder clasificar cada una de las proteinas previamente
seleccionadas en cuanto a posibles grupos polipeptidicos de acuerdo con su funcién, el
identificador (ID) de cada uno de estos genes fue insertado en la base de datos Panther
(http://pantherdb.org/), donde se selecciond la especie de nuestro interés y la opcion de

analisis a partir de clasificacion funcional.

4.3 Alineamiento de secuencias de los motivos de anquirina.

Posterior a la identificacion de genes de proteinas con repetidos de anquirina y
regiones SMCs, se llevo a cabo el alineamiento de los repetidos de anquirina lo cual se
ejecutd en la plataforma WeblLogos 3 (http://weblogo.threeplusone.com), previa
identificacion en SMART de los E-values de cada repetido. De acuerdo con estos valores
obtenidos, se decidié incorporar en el analisis de alineamientos soélo aquellos repetidos
con valores < 0.01, pues este fue el valor promedio encontrado en el total de repetidos.
Cada repetido de anquirina fue incorporado en la plataforma de alineamiento en formato
FASTA.

4.4 Analisis de interacciones.

Con el fin de conocer posibles interacciones entre las proteinas con repetidos de
anquirina y regiones SMCs, asi como presuntas proteinas mediadoras entre la
interaccién actina-CLP259, se realizé una red de interaccion en la plataforma STRING
(https://string-db.org). Para ello se insertd el identificador de los genes de las proteinas
con repetidos de anquirina y SMCs para obtener su red de interaccion y, posteriormente,
los correspondientes al gen de actina de G. intestinalis, CLP259 y las proteinas que
experimentalmente interactian con CLP259 segun lo reportado por Rojas-Gutiérrez et al.
(2021).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de CLP259

Con el fin de conocer la similitud de CLP259 con otras proteinas, se analizdé su secuencia
aminoacidica mediante Blastp en NCBI. Se encontré que los valores mas significativos
de homologia correspondieron a una proteina de mantenimiento estructural de
cromosomas (SMC, por sus siglas en inglés), involucrada en la segregacion de las
cromatidas durante la division celular de G. intestinalis (E-value de 0.0, con un 99.24%
de identidad y 100% de cobertura en el alineamiento) y con una proteina coiled-coil de la
cepa P15 de G. intestinalis (E-value de 0.0, con un 88.46% de identidad y 100% de
cobertura en el alineamiento). Por otra parte, no se detecto similitud significativa con otras
proteinas fuera de la especie G. intestinalis. Aunque el sistema arrojo cierta homologia
con una proteina con repeticiones de anquirina en G. muris (Fig.20), sus valores
estadisticos son despreciables en comparacion a las restantes proteinas. La proteina 3

con repetidos de anquirina es CLP259.

Sequences producing significant alignments Download ¥  [I Select columns '  Show o)
select all 7 sequences selected GenPept Graphics  Distance tree of results  Multiple alignment [EBMSA Viewer
- _— Max Total CQuery E Per Act.
o .
P THELIEEE Score Score Cover walue  Ident | Len Accession
-

Ankyrin repeat protein 3 [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 4854 4854 100% 0.0 100.00% 2380 XP_0017068381.2
Chromosome segregation protein SMC [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 4809 4809 100% 0.0 9924% 2393 ESU3G60451
Coiled-coil protein [Giardia lamblia P15] Giardia lamblia P15 4301 4301 99% 00 8B846% 2392 EF0G65315.1

Chromosome seqgregation protein SMC/ coiled-coil protein [Giardia intestinalis assemblag... Giardiaintestinalis assem... 3772 3772 99% 0.0 7843% 2402 KWX142671

Coiled-coil protein [Giardia intestinalis ATCC 50581] Giardia intestinalis ATCC 5... 3712 3712 98% 00 7852% 2350 EET01739.1
Chromosome segregation protein SMC [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 2615 2615 69% 0.0 7850% 1665 ESU434471
Ankyrin repeat protein 3 [Giardia muris] Giardia muris 193 435 38% Se-d5 3036% 1491 TNJZ7HET A1

Figura 20. Resultados del Blstp de CLP259.
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Para detectar motivos y/o dominios dentro de CLP259, corroborar la presencia de
repeticiones de anquirina reportadas previamente (Rojas-Gutiérrez y col., 2021), asi
como regiones con similitud a las SMCs, también reportadas por estos autores, se
emplearon cuatro plataformas bioinformaticas de deteccién de dominios protéicos:
InterPro, SMART, PredictProtein y NCBI. De igual manera se emple6 SWISS-MODEL.
Las tres repeticiones de anquirina reportadas en el extremo N-terminal de CLP259
(Rojas-Gutiérrez et al., 2021), fueron confirmadas. De acuerdo con los analisis con
InterPro y SMART, la primera repeticion de anquirina abarca los aminoacidos 33-63,
seguido por la repeticién en los aa 64-93 y la tercera se localizo en los aa 126-154. Se
detectaron también varias regiones “coiled-coil’, cuatro en InterPro y ocho en SMART, y
regiones de desorden distribuidas en toda la proteina: 12 segun lo predicho por InterPro,
mas de 30 segun PredictProtein y 26 segun DisEMBL. El analisis en NCBI mostré que
CLP259 tiene dos regiones con similitud a SMCs de eucariontes (Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiae y Encephalitozoon cuniculi). Una abarca la region
584-1402 aa (E-value = 1.33 x 10-°) mientras que la otra 1264-1838 aa (E-value = 3.54 x
10-"%). Por otra parte, SWISS-MODEL muestra la region 1324-1550 aa, también con
similitud a una SMC de S. cerevisiae, y 1304-1542 aa a SMC de Pyrococcus yayanosii,
perteneciente a Archaea. Ademas, la region 1349-1548 mostro similitud con la secuencia
de la cadena 1a de la tropomiosina (Tabla Ill). Por otra parte, la plataforma InterPro arrojo
una similitud entre la region de los aa 121-2376 de CLP259 y la proteina Lin 5 del huso
mitético de C. elegans. En todas las plataformas, la region SMC de CLP259 se detectd

en la porcién media de la proteina, cercana al extremo C-terminal.

Al analizar la secuencia de CLP259 en PredictProtein se encontré que esta proteina
presenta varias regiones de unién al DNA distribuidas en toda su extensién; asi como una
region de union al RNA en la posicion de los aa 837-840. Segun InterPro el resultado de

ontologia de genes de esta proteina, su presunta funcion es la de unién a proteinas.

CLP259 también se analizé en la plataforma ScanProsite de Expasy y en el programa
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AntheProt, con el fin de determinar posibles modificaciones postraduccionales.
Empleando ambas herramientas se detect6 que CLP259 puede sufrir varias

modificaciones postraduccionales, las cuales se muestran en la Tabla IV.

Tabla lll. Regiones de CLP259 homdlogas a SMC segun lo detectado en el programa SWISS-MODEL.

Region en Homoélogo Q-MEAN
CLP259

1304-1542 SMC (Pyrococcus yayanosii) 0,38

1349-1548 Cadena 1a de la tropomiosina (filamento cardiaco) -0,73

1324-1550 SMC (S. cerevisiae) 1,86

1208-1480 Cadena 1a de la tropomiosina (musculo de vuelo de insecto) -1,14

Tabla IV. Modificaciones postraduccionales obtenidas en AntheProt para CLP259.

Modificacién Posicién
Postraduccional
N-Glicosilacién 7-10 (NATI), 419-422 (NASD), 602-605 (NETI), 678-681 (NGSF), 1063-1066 (NASE), 1353-1356
(NSSL), 1433-1436 (NLSH), 1717-1720 (NATE), 1752-1755 (NASV), 2050-2053 (NATL), 2067-
2070 (NVSY), 2072-2075 (NTTA), 2132-2135 (NNSR), 2161-2164 (NESI), 2223-2226 (NASI),
2299-2302 (NVSR)

Miristoilacion 37-42 (GAYQAF), 85-90 (GCVSNT), 203-208 (GLPSNA), 444-449 (GSSLSS), 494-499 (GLTVTD),
535-540 (GSARAS), 679-684 (GSFNTR), 898-903 (GAGING), 903-908 (GLGESI), 942-947
(GGYLSS), 962-967 (GLSKAV), 1961-1966 (GAILTI), 2178-2183 (GSFNTQ)

Fosforilacién

caseinacinasa 5967 (TVLD), 78-81 (SRSD), 135-138 (TLEE), 155-158 (SAAD), 383-386 (SSSE), 412-415
(SILE), 496-499 (TVTD), 542-545 (SKRE), 587-590 (SVRE), 619-622 (SNRD), 625-628 (TIAD),
645-648 (TDYE), 672-675 (TFLE), 710-713 (SRRE), 948-951 (SAGD), 973-976 (TVSD), 979-982
(TALE), 996-999 (SDLD), 1008-1011 (TISE), 1073-1076 (STVE), 1088-1091 (TAQE), 1148-1151
(SLDE),, 1229-1232 (SVLD), 1255-1258 (TTED), 1340-1343 (SSKE), 1341-1344 (SKEE), 1361-
1364 (TEIE), 1366-1369 (TISD), 1375-1378 (SDLE), 1384-1387 (SKHD), 1393-1396 (TLLE),
1407-1410 (SELE), 1435-1438 (SHAE), 1451-1454 (TQAE), 1545-1548 (TKTD), 1547-1550
(TDTE), 1581-1584 (SNAE), 1587-1590 (SKFE), 1672-1675 (SLRD), 1722-1775 (SLQE), 1825-
1828 (SNQD), 1887-1890 (TSLD), 1933-1936 (SGTD), 1965-1968 (TIRD), 1977-1980 (SLPE),
1998-2001 (TLED), 2023-2026 (SAVD), 2052-2055 (TLQE), 2208-2211 (STFD), 2232-2235 (SILE)
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Proteina cinasa C  64-66 (SSR), 119-121 (SRK), 285-287 (SAR), 324-326 (SYR), 337-339 (TYK), 385-387 (SEK),
451-453 (SQR), 509-511 (SMK), 536-538 (SAR), 542-544 (SKR), 554-556 (SLK), 587-589 (SVR),
619-621 (SNR), 658-660 (TSR), 710-712 (SRR), 836-838 (SSR), 837-839 (SRK), 840-842 (SVK),
868-870 (TGK), 878-880 (SRR), 970-972 (SLK), 1032-1034 (SLK), 1114-1116 (SKK), 1134-1136
(SER), 1206-1208 (TPK), 1219-1221 (SEK), 1223-1225 (SPK), 1241-1243 (SGK), 1267-1269
(SHK), 1340-1342 (SSK), 1358-1360 (TAK), 1411-1413 (TRK), 1418-1420 (STK), 1419-1421
(TKR), 1512-1514 (SSK), 1519-1521 (SKK), 15361538 (TNK), 1593-1595 (TKK), 1672-1674
(SLR), 1678-1680 (SVK), 1703-1705 (SLR), 1737-1739 (SMK), 1813-1815 (TNK), 1914-1916
(SVK), 1965-1967 (TIR), 20150-2152 (THK), 2205-2207 (TAR), 2263-2265 (SPR), 2289-2291
(SPR), 2303-2305 (SQR)

Proteina cinasa  120-123 (RKAS), 397-400 (KKGT), 711-714 (RRES), 879-882 (RRVS)
dependiente de cAMP y

cGMP

Tirosina cinasa  66-72 (RMKDLRY), 331-338 (RKAEAATY), 1181-1188 (RQVAEQPY), 369-377 (KNVREFEKY)

5.2 Proteinas de G. intestinalis con motivos de anquirina y homologia a proteinas
SMCs.

Se realiz6 una busqueda en el genoma de G. intestinalis para detectar genes que
codifican otras proteinas estructuralmente similares. Se empleé la plataforma NCBI. Se
obtuvo que en cada uno de los cromosomas de este organismo se encuentran genes que
codifican proteinas con repeticiones de anquirina (Fig. 22) y SMC (Fig. 21). Los genes
que dan lugar a proteinas con repetidos de anquirina fueron un total de 434 (6.7%) de los
6470 descritos para esta especie (Morrison et al., 2007). Son mas abundantes en el
cromosoma 5 y entre ellos hay varias cinasas (100, aproximadamente) y proteinas 21.1
(213, aproximadamente), ademas de muchisimas proteinas no descritas. Cada uno de
los motivos de anquirina estan compuestos por 29-32 aa. De igual manera, en cada
cromosoma existen varios genes que codifican para proteinas SMC y representan un
total de 225 (3.4%). De todos los genes analizados se detectaron 47 que codifican para
proteinas que presentan tanto repeticiones de anquirina como regiones SMCs (Tabla V).
De estos 47 genes, se encontré que las repeticiones de anquirina podian preceder la
region SMC, tal como en el caso de CLP259, pueden estar a ambos lados de esta region

0 pueden estar precedidas por ésta (Tabla V). De manera interesante, muchas de las
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proteinas analizadas presentaron regiones homoélogas a SMCs de eucariontes, de
procariontes y de arqueas (Tabla V). Los repetidos de anquirina en el extremo N-terminal

variaban entre 2-9 repetidos, siendo mas abundantes la presencia de 4 repeticiones y en
menor medida 3.

Cromosoma 1

| LHir LT T een e 1l
Cromosoma 2

11 [T T [T T 1T 1
Cromosoma 3

Cromosoma 4

Cromosoma 5

Leyenda

| Proteinas pertenecientes a la familia de SMCs
| Proteinas conocidas (ej.: quinasas, SNARE-1)
I

Proteinas desconocidas

Figura 21: Esquema representativo de la ubicacién de genes que codifican para proteinas con homologia a SMC o que pertenecen a
esta familia de proteinas en losl cromosomas de G. intestinalis. Tomado de NCBI.
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Cromosoma 1

Cromosoma 2

Cromosoma 3

Cromosoma 4

Cromosoma 5

Leyenda

Proteinas conacidas (quinesinas)

| Proteinas desconocidas

Figura 22: Esquema representativo de la ubicacion de genes que codifican para proteinas con repetidos de anquirina en los
cromosomas de G. intestinalis (Tomado de NCBI).

Tabla V. Genes que codifican proteinas con repeticiones de anquirina y regiones similares a SMC en el genoma de G. intestinalis.

Acceso Cromosoma Posicion Tamaiio Repeticiones de SMC

anquirina (ubicacion)

GL50803_41212 1 266,678 - 271,540 1620 aa 5 en posicion N-terminal 342-1006%f

GL50803_61564 1 271,716 - 277,214 1832 aa 6 en posicion N terminal 850-1695f

GL50803_14745 1 237,214 - 239,073 619 aa 4 en posicion N-terminal 202-451>f

GL50803_16435 1 856,443 - 858,530 695 aa 7 en posicion N-terminal 263-4142 1

GL50803_10219 1 899,665 - 903,957 1430 aa 4 en posicién N-terminal y 690-1011%f

6 en posicion C-terminal 364-1062¢

GL50803_113622 1 890,363 - 894,877 1504 aa 4 en posicion N-terminal y 296-422%

6 en posicion C-terminal 533-1024>f

GL50803_11493 2 181,413 - 185,291 1292 aa 3 en posiciéon N-terminal y 540-802"
6 en posicién C-terminal

GL50803_17402 2 1,226,619 - 998 aa 3 en posicion N terminal y 208-442>f
1,229,615 13 en posicion C-terminal

GL50803_6007 2 1,376,805 - 1015 aa 7 en posiciéon C-terminal 313-477¢%F

1,379,852
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GL50803_14433

GL50803_93011

GL50803_5879

GL50803_6542

GL50803_13766

GL50803_17096

GL50803_17097

GL50803_27925

GL50803_40014

GL50803_6082

GL50803_4383

GL50803_3762

GL50803_13735

GL50803_15456

GL50803_115479

GL50803_6081

GL50803_115478

GL50803_17551

GL50803_8174

GL50803_93294

GL50803_16532

GL50803_17288

1,068,352 -
1,070,325
162,554 - 165,682

173,755 - 177,582

1,278,359 -
1,281,175
600,642 - 603,101
1,766,685 -
1,768,967

1,769,154 -
1,773,470
550,568 - 552,928

1,465,556 -
1,470,385

2,006,477 -
2,014,453

2,150,471 -
2,152,828
1,303,343 -
1,305,604
1,500,073 -
1,503,414
1,931,311 -
1,933,743
2,021,993 -
2,024,212
2,014,480 -
2,018,055
2,001,956 -
2,004,175
2,154,111 -
2,157,335
1,300,720 -
1,303,224

1,759,914 -
1,769,828

1,704,428 -
1,706,872
1,752,791 -

657 aa

1042 aa

1275 aa

938 aa

819 aa

760 aa

1436 aa

786 aa

1609 aa

2658 aa

785 aa

753 aa

1113 aa

810 aa

739 aa

1191 aa

739 aa

1074 aa

834 aa

3304 aa

814 aa

1822 aa

5 en posicién N-terminal

3 en posicién N-terminal
6 en posiciéon C-terminal
3 en posicion N-terminal y
8 en posiciéon C-terminal

3 en posicién N-terminal

4 en posicion N-terminal

3 en posicion N-terminal

5 en posicion N-terminal y
16 en posicién C-terminal
4 en posicion N-terminal y
3 en posiciéon C-terminal

6 en posicién C terminal

7 en posicion N-terminal

3 en posicion N-terminal y
5 en posiciéon C-terminal
5 en posicién N-terminal
1 en medio
3 en posicion N-terminal y
7 en posicién C-terminal
2 en posiciéon N-terminal y
6 en posicién C-terminal

9 en posicién N-terminal
8 en posicién N-terminal
9 en posicién N-terminal
4 en posicién N-terminal y
3 en posicién C-terminal
4 en posicion N-terminal y

5 en posiciéon C-terminal

3 en posicién C-terminal

4 en posicion N-terminal

4 en posicion N-terminal y

290-536*

259-862>F

457-6158F

278-504>*

353-687 ¢

184-395*f

221-870>f

236-510°f

815-1080%¢
929-1266°F

866-1746F

424-1142> "

1619-2443>f

237-480" f

494-699> ¢

309-649"

419-536"

418-668>¢

485-1180*¢

418-668>¢

539-840"

363-658
206-533"F

1012-1851%f
2036-2875%f
514-133¢%f
356-7242¢

844-1160>f
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1,758,259 6 en posicién C-terminal 268-489 b f

771-1426> 4
GL50803_16534 5 1,698,178 - 1028 aa 4 en posicion N-terminal y 586-724>f
1,701,264 3 en posicién C-terminal 403-702>¢
GL50803_103810 5 1,517,854 - 1873 aa 3 en posicion N-terminaly ~ 551-1257>f
1,523,475 3 en posiciéon C-terminal
GL50803_103807 5 1,632,429 - 946 aa 6 en posicion C-terminal 305-630%f
1,535,269
GL50803_11107 5 1,593,363 - 819 aa 4 en posicion N-terminal 228-496*
1,595,822
GL50803_9720 5 1,749,546 - 1024 aa 4 en posicion N-terminal y 189-455>
1,752,620 4 en posicién C-terminal
GL50803_14859 5 1,780,675 - 925 aa 4 en posicion N-terminal y 345-565"
1,783,452 4 en posicién C-terminal
GL50803_23235 5 1,895,086 - 952 aa 4 en posicion N-terminal 261-653*f
1,897,944
GL50803_33660 5 1,915,688 - 934 aa 5 en posicion N-terminal 610-875%"
1,918,492
GL50803_40390 5 2,398,604 - 1254 aa 4 en posicion N-terminal 788-909%
2,402,368
GL50803_15232 5 3,844,014 - 847 aa 4 en posicion N-terminal 280-388"
3,846,557 y 1 en el centro
3 en posicién C-terminal
GL50803_102023 5 3,909,296 - 837 aa 4 en posicién N-terminal y 157-419>F
3,911,809 11 en posicion C-terminal
GL50803_24590 5 3,911,841 - 970 aa 3 en posicion N-terminal y 240-539>f
3,914,753 8 en posicion C-terminal
GL50803_12139 5 3,926,246 - 681 aa 4 en posicién N-terminal y 238-4425f
3,928,291 5 en posicién C-terminal
GL50803_11099 5 1,576,792 - 886 aa 2 en posicion C-terminal 210-440%¢
1,579,452
GL50803_6920 5 1,718,363 - 1660 aa 2 en posicién N-terminal y 952-1515>f
1,723,345 2 en posicion C-terminal 153-1080" ¢
GL50803_137684 5 3,176,529 - 1336 aa 4 en posicién N-terminal y 665-915" f
3,180,539 6 en posicion C-terminal

a: Regién SMC precedida por repetidos de anquirina, b: regiéon SMC bordeada por repeticiones de anquirina a ambos lados, c: Region
SMC precede los repetidos de anquirina, d: SMC homdlogo a SMCs de bacterias, e: SMC homdlogo a SMCs de arqueas y algunas

bacterias, f: SMC homoélogo a SMCs de otros eucariotes.

Las proteinas recogidas en la Tabla V fueron analizadas en la base de datos Panther
para conocer si podian ser clasificadas en algunas familias o subfamilias de proteinas,

asi como su presunta funcion. Sélo se obtuvo resultados para la proteina codificada por
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el gen GL50803 6920, la cual parece estar relacionada a la proteina 58 de cilios y
flagelos (CFAP58).

5.3 Alineamiento de motivos de anquirina.

Aunque las secuencias de un motivo de anquirina son divergentes, se consideran que
algunos residuos estan bien conservados (Sedgwick et al., 1999; Mosavi et al., 2004;
Elmendorf et al., 2005). Lo que nos llevo a buscar una secuencia consenso existente
entre los motivos de anquirina de G. intestinalis. Para ello se empled la plataforma
WebLogos 3. Se escogieron los motivos de anquirina que segun la plataforma SMART,

su E-value se encontrara lo mas cercano a cero (< 0.01). Se hizo el alineamiento de un

total de 202 motivos de anquirina. La Fig. 23 muestra el resultado del alineamiento.
Aunque por los resultados obtenidos no se puede hablar de una conservacion de residuos
estricta, si se puede apreciar la posible secuencia consenso x-G-x-[T-A]-[A-L]-[L-M]-[M-
L-X-Y]-[V-L-A]-A-[A-X]-x-x-[G-N]-[H-N]-x-[E-D]-[C-V-I-A]-[V-A-L]-[R-K]-[L-I]-[L-x]-[L-X]-x-
[K-R-H]-[E-A]-[A-X]-X-[M-x]-x-x
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Figura 23. Alineamiento de los motivos de ankirina de G. intestinalis. Los colores muestran los grupos de cada
aminoacidos, verde: basicos, negro: hidrofébicos y azul: hidrofilicos.
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5.4 Analisis de redes de interaccion.

Puesto que las proteinas con repeticiones de anquirina son capaces de interactuar con
un amplio numero de proteinas, se realizé un analisis en STRING con las proteinas
recogidas en la Tabla V (ya que presentan regiones similares a CLP259), incluida
CLP259, para poder detectar en la base de datos las posibles proteinas con las que
pueden interactuar. El resultado obtenido fue nulo, sin deteccion de interaccion.
Probablemente influenciado por el hecho de que estas proteinas no estan descritas aun.
Dado que CLP259 interactua con actina (Rojas-Gutiérrez et al., 2021) y con el fin de
determinar si esta interaccion pudiera ser directa o0 no, se realizé un analisis en la
plataforma STRING para detectar de las proteinas reportadas por Rojas-Gutiérrez y col.
(2021) que interactuan con CLP259, cuales de ellas también interactuan con actina de G.

intestinalis. Las siguientes secuencias fueron las introducidas en el programa:

GL50803_11654, GL50803_14551, GL50803_114787, GL50803_114119,
GL50803_11683, GL50803_17230, GL50803_4812, GL50803_17153, GL50803_86676,
GL50803_4410, GL50803_137716, GL50803_16202, GL50803_16745,
GL50803_103676, GL50803_101291, GL50803_40817, GL50803_5744,

GL50803_103713, GL50803_9413, GL50803_17121, GL50803_8917, GL50803_21423,
GL50803_14373, GL50803_12216, GL50803_112681, GL50803_114776,
GL50803_9558, GL50803_6430, GL50803_88765, GL50803 17249, GL50803_15591,
GL50803_40831 (CLP259), GL50803 9515, GL50803_ 113677, GL50803_17060,
GL50803_9030, GL50803 13584, GL50803 11164, GL50803_4767, GL50803_27925,
GL50803_40016, GL50803_12139, GL50803_102813, GL50803_32778,
GL50803_14859 y ACT-GIAIN (actina).

Como se puede apreciar en la Fig. 24, existe una fuerte evidencia de la interaccién
entre actina y la chaperona Hsp70 citosdlica (GL50803_88765), 14-3-3 (GL50803_6430),
Bip (GL50803_17121), la subunidad (3 de la ATP sintasa vacuolar (GL50803_12216) y la
dinamina (GL50803_14373). Estos resultados nos indican que la interaccion CLP259-
actina parece estar mediada por alguna de estas proteinas como intermediarias. De
manera interesante, el programa también reportd interaccién entre actina y tubulina
(GL50803_103676 y GL50803_101291).
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Figura 24. Analisis de interacciones entre las proteinas que experimentalmente interactian con CLP259, CLP259 y actina deG. intestinalis.
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6 DISCUSION

G. intestinalis es una de las especies del género Giardia capaz de afectar al ser
humano. Es causante de varias epidemias de giardiasis a nivel mundial (Adam, 2001).
Los organismos dentro de este género son considerados primitivos, ya que carece de
muchas de las estructuras y proteinas presentes en eucariotas (Adam, 2001). Entre las
proteinas ausentes se encuentran varias proteinas de unidén a actina (ABPs); sin
embargo, las funciones dependientes de estas proteinas se siguen ejecutando (Paredez
et al., 2011). En un estudio se identificaron varias proteinas de unién a actina, entre las
cuales abundaban proteinas no descritas, que probablemente estén haciendo la funcion
de ABPs en este parasito (Paredez et al., 2014). Recientemente se reporté una nueva
proteina de union al citoesqueleto denominada CLP259 y otras proteinas de Giardia
(Rojas-Gutiérrez y col., 2021). CLP259 se propuso entonces que pudiera presentar
repetidos de anquirina y otras con homologia a SMCs, lo cual se evidencié en este
trabajo. El motivo de anquirina es un motivo de 33 residuos de aminoacidos (Li et al.,
2006), encontrado inicialmente en proteinas de levadura y Drosophila melanogaster
(Breeden et al., 1987) y posteriormente detectado en abundancia en otras proteinas
eucarionticas con diferentes funciones como regulacién de la transcripcion, regulacion
del ciclo celular, integridad citoesquelética, transporte de iones, sefalizacion celular (Li et
al., 2006; Mosavi et al., 2004), resistencia a enfermedades (Zhang et al., 2010) y estrés
(Zhao et al., 2020; Zhang et al., 2021). Esta presente generalmente en tandems, los
cuales van desde dos a 20 repeticiones sucesivas (Andrade et al., 2001). La principal
funcidn de estas repeticiones de anquirina es mediar la interaccion especifica proteina-
proteina (Li et al., 2006). Cada repeticion se pliega en una estructura hélice-lazo-hélice a
modo de ganchillo (Fig. 25). A diferencia de otros dominios protéicos, las repeticiones de
anquirina no reconocen un motivo o secuencia de aminoacidos especifica en la proteina
de unioén (Mosavi et al., 2002), pudiendo unirse a multiples dianas (Mosavi et al., 2004; Li
et al., 2006).
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Figura 25. Estructura de las repeticiones de anquirina de varias proteinas representativas. A) p16, B)
p18, C) Gankirina (Li et al., 2006).

A pesar de que este tipo de repetidos abundan en eucariontes, la literatura referente a
su existencia y participacion en protozoarios es escasa. En Toxoplasma gondii el
metabolismo de cardiolipinas es altamente dependiente de una proteina que presenta
motivos de anquirina (TQACBP2) (Fu et al., 2018). Por otra parte, la integridad morfolégica
del conoide, la motilidad del parasito e invasividad estan mediadas por la interaccion de
diferentes proteinas con dos repeticiones de anquirina de la proteina CPH1 (Long et al.,
2017). Las proteinas con presencia de dominios de anquirina en el eritrocito humano,
ante la infeccidn con Plasmodium falciparum, permiten la expresion de determinados
ligandos en la membrana del eritrocito infectado y que de esta manera, éste se pueda
unir a las células endoteliales vasculares (Magowan et al., 2000). Hasta la actualidad no
se han encontrado articulos que refieran la presencia de este motivo en protozoarios
dentro del mismo phyla (Metamonada) de Giardia. En el género Giardia existen pocos
reportes referentes a la presencia de estas repeticiones de anquirina, aunque en los
pocos articulos publicados (Elmendorf et al., 2005; Hagen et al., 2011; Nosala et al., 2018,
2020) se menciona que en la especie G. intestinalis existen una gran variedad de
proteinas con este motivo, lo cual fue avalado por este trabajo, donde fueron encontrados
mas de 400 genes que codifican este tipo de proteinas. Segun varios autores, este tipo
de proteinas parecen estar en abundancia en el disco ventral (Hagen et al., 2011; Nosala
et al.,, 2018, 2020) y en menor medida en la regién de los axonemas de los flagelos
anteriores (Elmendorf et al., 2005). Nosala y colaboradores recientemente observaron
que una proteina con repeticiones de anquirina es esencial para la estabilidad estructural
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del disco ventral, funcionando probablemente como una proteina asociada a microtubulos
(MAP, por sus siglas en inglés) candnica (Nosala et al., 2020), las cuales estan ausentes
en Giardia spp. Dado que los repetidos de anquirina permiten la unién a otras proteinas,
probablemente sean los que medien la interaccién de CLP259 a actina, microtubulos y
otras proteinas reportadas por Rojas-Gutiérrez et al., 2021. Esto explicaria la abundancia
de proteinas detectadas en interaccion con CLP259 por Rojas-Gutiérrez y col,
particularmente en la region N- terminal, donde se encuentran dichos repetidos en esta
proteina. Aunque se detectd que los repetidos de anquirina de CLP259 presentan
homologia a los de otras proteinas, no podemos decir que presentan una estructura
terciaria similar, pues se ha reportado que la presencia de otros dominios dentro de cada
proteina, el numero de motivos y/o la posicidn, afectan la conformacién espacial (Li et al.,
2006), haciéndose poco efectivo un modelado proteico a partir de proteinas homologas

no idénticas.

Una peculiaridad encontrada en el analisis bioinformatico de CLP259, fue la presencia
de sitios de union a proteinas, mas alla de la regiéon N-terminal, por lo que es probable
que CLP259 presente mas dominios de interaccion, los cuales carecen de homologia a
dominios conocidos en otros eucariontes o procariontes. Otra explicacion de lo anterior
es la deteccion de multiples regiones de desorden dentro de CLP259, de modo que esta
proteina pudiera adquirir una forma conformacional especifica al unirse a determinadas
proteinas diana, lo cual se ha visto en otras proteinas que presentan regiones
desordenadas (Linding et al., 2003). Este cambio conformacional pudiera permitir el
acceso a otras proteinas y de este modo, CLP259 podria interactuar con multiples
proteinas de funcién variada, como fue evidenciado experimentalmente (Rojas-Gutiérrez
y col. 2021).

En este trabajo, al igual que lo reportado por Rojas-Gutiérrez y col. (2021), se
encontraron varias regiones homélogas a proteinas SMCs dentro de CLP259. Dentro de
estas regiones, la que abarca los aminoacidos 1,264-1,838 presentd un E-value bastante
significativo (E-value de 3.54 x 10-"%) por lo que es probable que sea esta region la que

prevalezca en CLP259 por lo pudiera ser parte de esta familia de proteinas. Las proteinas
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SMCs son elementos claves en la condensacion de los cromosomas durante la divisiéon
celular, formando parte del complejo de la condensina, en la cohesién de las cromatidas
hermanas como parte del complejo de la cohesina (Cobbe et al., 2004), la reparacion del
DNA (Lehmann et al., 1995; Jessberger et al., 1996) y presumiblemente tengan un rol
fuera de la célula (Cobbe et al., 2000). Se han detectado en la mayoria de los eucariontes,
procariontes y arqueas. Su funcidon se ha mantenido conservada en los diferentes
organismos (Cobbe et al., 2004). Las SMCs contienen 5 dominios: 1) un dominio globular
N-terminal, 2) un primer dominio “coiled-coil’ (3) dos dominios globulares, que se piensa
funcionan como bisagras, (4) un segundo dominio “coiled-coil’ y (5) un dominio globular
C-terminal (Fig. 1) (Cobbe et al., 2000). Mientras que los procariontes tienen sélo un gen
que codifica a esta proteina, en eucariontes encontramos seis paralogos, en donde la
proteina forma, generalmente, al menos tres heterodimeros, a través de sus regiones
coiled-coil: complejo SMC1-SMC3 (parte del complejo de la cohesina), complejo SMC2-
SMC4 (parte del complejo de condensina) y SMC5-SMC6 (parte de un complejo
involucrado en la reparacion del DNA) (Cobbe et al., 2004). Los dominios globulares N y
C-terminal unen ATP porque en estos dominios se encuentran un motivo Walker A (lazo
P) y Walker B (caja DA), respectivamente (Fig. 26). Se propone que el motivo Walker B
tenga actividad de ATPasa, la cual se ha podido comprobar en algunas de ellas (Soppa,
2001). Las SMC, ademas de unirse a la proteina del complejo del cual forman parte, se

ha visto que también se unen al DNA (Cobbe et al., 2004).
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Figura 26. A) Estructura de una proteina SMC. B) Alternativas de interaccién entre dos proteinas

SMC (Cobbe et al., 2003). %3



En cuanto a la presencia de SMCs en parasitos protozoarios, la literatura es escasa,
solamente se ha publicado acerca de su presencia en la familia Tripanosomatidae, donde
existen 4 ortélogos de SMCs en los genomas T. brucei y L. major relacionados a SMC1,
SMC2, SMC3 y SMC4, pero no estan presentes SMC5 y SMC6 (Gluenz et al., 2008). En
los protozoos restantes, no hay referencias publicadas sobre el tema. En Giardia se
conoce que existe una ATPasa de esta familia SMC denominada Rad50, la cual al igual
que en otros eucariontes, interviene en la reparacion del DNA de doble cadena (Sandoval-
Cabrera et al., 2015). También se detectaron varias regiones de union al DNA y una de
unién al RNA, ademas de una region similar a la proteina LIN-5 de C. elegans. La proteina
LIN-5 se ha reportado que forma parte del aparato mitético una vez que se inicia la
divisién celular, encontrandose en el uso mitético, el centrosoma y el cinetocoro (Lorson
et al., 2000), posible evidencia de que la funcion de CLP259 pudiera ser participar
durante la division celular del parasito, quizas orientando el huso mitético, promoviendo
su elongacion u otras. De hecho, se ha comprobado que el silenciamiento de CLP259
conlleva a un desarreglo nuclear y presencia de contenido nuclear en el citoplasma de

trofozoitos de G. intestinalis (Rojas, 2021).

Lo que resulta de interés es la dualidad de CLP259, ya que se sugiere una posible
funcién nuclear y otra citoplasmatica. Rojas-Gutiérrez et al. (2021) reportaron la proteina
en la region del citoplasma del trofozoito, sin detectar su presencia en el nucleo. De ser
CLP259 parte de la familia de SMCs, también debe presentar una localizacion nuclear.
El hecho de que sus descubridores no la detectaran en el nucleo, pudiera deberse a una
variaciéon en su concentracion en este organulo, dependiente de la etapa en que se
encuentre el trofozoito o quizds a que los anticuerpos generados durante la
experimentacion no logran reconocer la proteina nuclear, quiza porque en esta regién
CLP259 adopta una conformacion diferente. Es probable que durante el enquistamiento

aumente su concentracion en este organulo lo cual no fue examinado por los autores, al
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buscar su ubicaciéon celular solamente en el trofozoito maduro. Para corroborar esta

suposicidn es necesario realizar mas analisis experimentales.

En la busqueda de posibles modificaciones postraduccionales de CLP259
encontramos que esta presenta varios sitios potenciales de glicosilacion, miristoilaciéon y
fosforilacion. Todas estas modificaciones tienen diferente efectos para cada proteina en
la que ocurren (Alberts et al., 2015), y al no estar caracterizadas las proteinas similares
a CLP2509, es dificil asegurar el efecto de dichas modificaciones en esta proteina. Aunque
escasos, existen reportes de varias de estas modificaciones postraduccionales en
proteinas de G. intestinalis. En el caso de la glicosilacion se ha visto que para la proteina
14-3-3 esta correlacionada a su localizacion intracelular y tiene efecto en su actividad
reguladora, al igual que la fosforilacion (Alvarado et al., 2010; Lalle et al., 2006). Por otra
parte, la afectacion en la fosforilacion en la proteina de unién final 1 de G. intestinalis
(GIEB1) afecta negativamente la division celular, al no ejercer su funcién de modulacion
de la distribucién de MTs durante la citocinesis (Kim et al., 2017). La presencia de sitios
de fosforilacion puede ser un indicador de una posible participacion de CLP259 en alguna
via de senalizacion intracelular. En el caso de la miristoilacion, dentro del genoma de G.
intestinalis existe un gen que codifica par un ortélogo de la enzima N-miristoil transferasa
(NMT) (Sari¢ et al, 2009). Se sabe que esta modificacion postraduccional ocurre
generalmente en proteinas que tienen una localizacion membranal (Johnson et al., 1994;
Martin et al., 2011), lo cual se evidencié para la giardina 19-a de G. intestinalis, que
presenta un sitio de miristoilacion en el extremo N-terminal y esta asociada a la
membrana del flagelo ventral, pudiendo actuar como ancla entre el citoesqueleto de MT
y la membrana de este flagelo o en el transporte intracelular de proteinas a su sitio
funcional (Saric et al., 2009). Sin embargo, los descubridores no realizaron experimentos
para determinar si, ademas de su ubicacion citoplasmatica, CLP259 pudiera asociarse a
membrana en algun momento. Todas estas cuestiones deben ser analizadas y

comprobadas experimentalmente.

Al analizar el genoma de G. intestinalis, se detectaron mas de 30 genes que codifican
varias proteinas que presentan regiones SMCs y motivos de anquirina. En muchas de

85



estas proteinas su region SMC es similar a proteinas SMCs de procariontes o arqueas,
en algunas de ellas se encontraron combinaciones de homologia con SMCs de
eucariontes y procariontes. Esto pudiera ser considerado como una referencia mas de la
posicion evolutiva de Giardia dentro del arbol filogenético. Una de estas proteinas fue
asociada por la plataforma Panther DB como relacionada a la proteina CFAP58. Segun
los datos proporcionados por esta misma base de datos, en G. intestinalis existen dos
proteinas que entran también dentro de esta clasificacion. Ambas son proteinas SMC
pero no presentan repetidos de anquirina en su secuencia. Este aspecto resulta de interés
ya que dentro del genoma de Giardia no se han reportado, ni en la literatura, este tipo de
proteinas. Se conoce que la CFAP58 es una proteina conservada evolutivamente, la cual
presenta dominios “coiled-coil’, se encuentra localizada a todo lo largo del flagelo de
humanos y ratones, y su funcién es la de mantener la estabilidad morfologica del flagelo
espermatico en estas especies (He et al., 2020); también es considerada esencial para
el ensamblaje de cilios y flagelos (Li et al., 2020b). En Leishmania major, Trichomonas
vaginalis y Trypanosoma brucei también existen proteinas flagelares relacionadas con
CFAPS8 (pantherdb.org), todas sin caracterizar, excepto la proteina 1 de la zona de
anclaje flagelar de T. brucei (pantherdb.org), cuyo silenciaminto conlleva a afectaciones
del flagelo (Vaughan et al., 2008). Lo anterior pudiera ser reflejo de la funcion de estas

proteinas dentro de G. intestinalis.

Se ha establecido una secuencia consenso para los repetidos de anquirina de
eucariotas: - G— TPLHLA--- G ---VV — LLL- - GADVNA (Sedgwick et al., 1999), donde
las Glicinas son las encargadas de terminar la hoja 3 y cada hélice, mientras que la region
TPLHLA inicia la primera hélice, por lo que al parecer estos residuos son necesarios para
el plegamiento correcto de la proteina en esta regién. En 2005 Elmendorf propuso para
los tres repetidos de anquirina de la proteina GASP180, de G. intestinalis, la secuencia
consenso - G- TALM-AAE-G-TD-VK-L-YE--------- (Elmendorf et al., 2005)
Al comparar ambas secuencias con nuestros resultados vemos que existe cierta
tendencia a la conservacion de determinados aminoacidos: - G-TALM -A---G----- V
--L---E------- . Aunque las similitudes mayores se encuentran en los primeros

aminoacidos y existe una gran variabilidad en los aminoacidos posteriores, lo cual es algo
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usual en los motivos de anquirina (Sedgwick et al., 1999); reiteramos que a partir de los
datos obtenidos en nuestro analisis, no podemos hablar de una secuencia consenso
como tal dentro de los motivos de anquirina de G. intestinalis. Aunque las dos
publicaciones anteriores dan por hecho estas secuencias como consenso, en ninguna de
las dos los autores mencionan los datos estadisticos bajo los cuales se rigen para
establecer este criterio, del mismo modo la secuencia establecida por Sedgwick emplea
como marco sélo 41 repetidos de anquirina, lo cual consideramos un numero escaso para
establecer un consenso dentro de los repetidos de anquirina de mamiferos. No obstante,
ambos estudios pueden ser empleados como referencias por lo escaso de analisis de

este tipo en la literatura.

El analisis de interacciones mediante STRING mostr6 que varias de las proteinas que
interactuan con CLP259 también lo hacen con actina, ya sea que se unan fisicamente o
tengan una funcion compartida. Resulté de interés la interaccién entre actina y tubulina
arrojada por la plataforma. Una revision exhaustiva de la literatura publicada en acceso,
no mostré evidencias de una interaccion directa entre actina y tubulina, tal y como
propone la plataforma, solamente la mediada por las MAPs capaces de actuar como
puentes entre ambas estructuras citoesqueléticas (Shimo-Oka et al., 1980; Selden et al.,
1986; Sider et al., 1999; Alberts et al., 2015; Zarrouk et al., 2015). De igual modo, en el
caso de Giardia, ninguna publicacion ha hecho referencia a algun tipo de interaccion

directa actina-tubulina.

La proteina de unién a inmunoglobulinas (Bip) de Giardia, es una chaperona ubicada
en el reticulo endoplasmatico de este organismo y al igual que Hsp70, intervienen en el
plegamiento de las proteinas recién sintetizadas. Aunque hasta el momento estas
chaperonas no intervienen en el plegamiento de proteinas del citoesqueleto, de lo cual
se encarga el complejo TCP-1 (Liang et al., 1997). Algunos estudios mencionan una
posible interaccion funcional entre Hsp70 y el citoesqueleto de actina. Se ha visto que un
miembro de la familia de Hsp70 de Plasmodium knowlesi pudiera estar involucrada en la
polimerizacion de actina durante la invasion del eritrocito, teniendo una actividad de

capping (Tardieux et al., 1998). Otro estudio refiere que la proteina homologa virica
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Hsp70h del virus de la remolacha amarilla es capaz de interactuar con actina,
especificamente con el sistema de motilidad actomiosinico, pudiendo participar en el
movimiento del virus a través de la planta que infecta (Prokhnevsky et al., 2005). También
se menciona una interaccion directa entre Hsp70 y actina en mesoangioblastos de raton
(Turturici et al., 2008). Por otra parte, se ha visto que algunas Hsps como las proteinas
de choque térmico mas pequefas (sHsp) interactuan con el citoesqueleto de actina,
permitiendo su estabilizacion durante un estrés (Mounier et al., 2002; Seit-Nebi et al.,
2013), pudiendo interactuar de manera directa con los filamentos, haciendo funcion de
proteinas de “capping” (Mounier et al., 2002). En el caso de G. intestinalis, se ha visto
mediante cromatografia de afinidad e inmunoprecipitacion que Hsp70 interactia con
actina (Paredez et al., 2014), pero hasta el momento no se ha descrito como pudiera ser

esta interaccién ni su funcién dentro del parasito.

La dinamina es una proteina que funciona en la contractilidad de la vesicula endocitica
para su desprendimiento de la membrana celular (Alberts et al., 2015). En cuanto a una
posible interaccion dinamina-actina, varios reportes han comprobado este hecho,
existiendo una interaccion mediada por ABPs (Schafer et al., 2004; Yu et al., 2004;
Unsworth et al., 2007), como de manera directa (Gu et al., 2010; Zhang et al., 2020). Esta
interaccién permite la organizacion del citoesqueleto (Yu et al., 2004), la estabilizacion de
los paquetes de actina en filopodios (Yamada et al., 2013, 2016), asi como la estimulacion
de la polimerizacion de actina (Unsworth et al., 2007; Gu et al., 2010; Zhang et al., 2020).
Una de las funciones de la dinamina en esta interaccion puede ser reclutar la maquinaria
de ensamblaje de actina, llevando a cabo una remodelacion de esta estructura, pudiera
estabilizar y organizar la actina asociada a membrana (Schafer et al., 2004). En Giardia
esta proteina se ha detectado en interaccidén con actina, aunque este hecho no se pudo
comprobar empleando otras técnicas de deteccién de interaccion (Paredez et al., 2014).
Al igual que se menciond anteriormente, no existen reportes del impacto de esta posible

interaccion en las funciones celulares del parasito.

Las proteinas 14-3-3 son una familia de proteinas abundantes entre los eucariontes,
capaces de unirse a variadas proteinas y regular algunas vias de senalizacion (Alberts et
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al., 2015). Algunos estudios hablan acerca de su interaccién con actina. En Arabidopsis
thaliana se ha visto que interactua con el citoesqueleto de actina me diante la interaccion
con el factor 1 despolimerizante de actina (ADF 1), inhibiendo su fosforilacidn, para regular
la estabilidad y dinamica de esta estructura (Zhao et al., 2015). En Physarum
polycephalum se vio que existen regiones especificas de 14-3-3 capaces de interactuar
directamente con actina (Luo et al, 2011). En Giardia también se ha evidenciado la
interaccidn actina-proteina 14-3-3 (Paredez et al., 2014; Krtkova et al., 2017). La actina
de Giardia contiene dos sitios de union a 14-3-3; sin embargo, no existe interaccion
directa, sino mediada por proteinas intermediarias (Krtkova et al., 2017). Esta asociacion
al parecer es con la actina globular, fosforilada o no, lo cual permite que 14-3-3 regule la
organizacion del citoesqueleto de actina, al controlar su polimerizacién y probablemente

el mantenimiento de las pozas de actina en el parasito (Krtkova et al., 2017).

Las ATPasas vacuolares (V-ATPasa), son enzimas eucaridonticas y procariénticas que
acidifican varios organelos como fagosomas, endosomas tempranos, lisosomas
vesiculas recubiertas de clatrina y vacuolas vegetales a través del transporte de protones.
Estan compuestas de varias subunidades. Dos de sus subunidades son capaces de
unirse a actina, entre ellas la subunidad B. En el caso de los osteoclastos, al parecer esta
interaccion permite la llegada de las V-ATPasas a la membrana festoneada de estas
células y participar en algun proceso celular general (Zuo et al., 2006). En A. thaliana ésta
subunidad se une a los extremos barbados de actina, impidiendo la unién de mas
subunidades, funcionando como estabilizadora de filamentos (Ma et al., 2012). Otros
estudios también avalan la union a F-actina (Chen et al., 2004; Zuo et al., 2008). También
se ha planteado que es la regién N-terminal de esta subunidad, al menos en mamiferos,
la encargada de la unién a actina (Holliday et al., 2000). En el caso de Giardia el sistema
endocitico y lisosomal estan fusionados en las vesiculas periféricas (Benchimol et al.,
2011). Es en estas vesiculas donde se ha especulado que se encuentre esta ATPasa
dentro del trofozoito, asi como en las vesiculas de enquistacion (Hilario et al., 1998). Sin
embargo, solamente dos estudios hacen referencia a la presencia del gen que codifica
para V-ATPasa (Hilario et al., 1995, 1998), asi como su expresion durante la enquistacion
(Kim et al., 2009). Pero hasta el momento no se ha estudiado la localizacion directa de
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esta enzima, asi como su rol fisiolégico. La ejecucion de métodos experimentales en el
futuro nos permitira profundizar en estas asociaciones entre las proteinas mencionadas
y actina de G. intestinalis, las cuales se han podido caracterizar en otros organismos pero

que hasta el momento se encuentran poco o no reportadas.

Dentro de G. intestinalis existen numerosas proteinas estructurales y funcionales. Sin
embargo, gran parte de estas proteinas aun no estan caracterizadas, pudiendo cumplir
el mismo rol que aquéllas canonicas en eucariontes y ausentes en este parasito. El
descubrimiento reciente de CLP259, asi como los reportes anteriores de proteinas no
ortdlogas a eucariontes han abierto las puertas al estudio del proteoma dentro del
trofozoito de Giardia. Esto nos permitira entender mejor el comportamiento y las
funciones del parasito, asi como la evolucion o sustitucién de determinados componentes
dentro del dominio Eukarya. El uso de las herramientas bioinformaticas, aunque no
sustituyen el trabajo experimental, si complementan y permiten direccionar las
investigaciones futuras. En este trabajo nos brindd evidencias notorias acerca de la
posible ubicacion de CLP259 en la familia de proteinas SMCs, asi como la presencia de
repetidos de anquirina y multiples regiones coiled-coil y de desorden. Permitiendo, lo
anterior, establecer inferencias funcionales de CLP259. Detectamos un numero
considerable de proteinas que presentan algunas caracteristicas en comun con CLP259
y que no se encuentran caracterizadas. Aunque Giardia es considerado un organismo
primitivo, aun nos queda mucho por descubrir de sus componentes moleculares y
presuntas funciones dentro del parasito haciendo de su estudio una amplia rama de

investigacion poco abordada hasta el momento en las publicaciones cientificas.
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7 CONCLUSIONES

Dentro del genoma de G. intestinalis existen 434 genes que codifican proteinas
con repetidos de anquirina y 225 proteinas de mantenimiento estructural de
cromosomas (SMC), asi como 47 que codifican proteinas con ambas

caracteristicas.

Dentro de los repetidos de anquirina de G. intestinalis se puede considerar que los
aminoécidos G,T,A,L,M,A,G,V,L y E son preferenciales en las posiciones 2, 4, 5,
6,7,9,13, 18, 21y 25, respectivamente.

Debido a la homologia de CLP259 con proteinas SMCs, pudiera tener una

localizacion nuclear.

La union entre CLP259 y actina pudiera ser mediada por intermediarios, algunos
de los cuales no estan del todo caracterizados en su union a este componente del

citoesqueleto.
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8 PERSPECTIVAS

Determinar mediante experimentacion la ubicacion celular y funcién de CLP259

en el enquistamiento y las 47 proteinas similares.

Determinar experimentalmente una asociacion mediada por proteinas

intermediarias entre la actina de G. intestinalis y CLP259.

Profundizar en el estudio del genoma y el proteoma de Giardia spp.
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