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I RESUMEN

Las infecciones parasitarias representan un gran problema de salud publica para la poblacién
ocasionando afectaciones econdmicas a nivel mundial. Giardia duodenalis es un protozoario
que causa giardiasis, una de las infecciones intestinales mas frecuente sobre todo en nifos,
personas inmunocomprometidas y adultos mayores, provocando complicaciones como el
“sindrome de mala absorcion de nutrimentos”, sindrome de intestino irritable y disbiosis. Su
infeccion presenta una incidencia del 10 al 15% a nivel mundial, representando una de las
causas mas frecuentes de brotes diarreicos. Se han reportado aproximadamente 1000
millones de casos de giardiasis anuales, asi como 2.5 millones de muertes al afio por diarrea.
En cuanto a los mecanismos de patogenicidad, utiliza la citoadherencia, citotoxicidad y
evasion de la respuesta inmune para lo cual expresa diversos factores de virulencia, sin
embargo, poco se sabe de los mecanismos de regulacion de dichos genes. El hierro es un
cation importante para la sobrevivencia de todos los seres vivos, incluyendo los protozoarios.
En otros parasitos con organelos andlogos de mitocondria como 7Trichomonas vaginalis y
Entamoeba histolytica, evolutivamente cercanos a Giardia, se ha reportado que el hierro
afecta el crecimiento, los mecanismos de patogenicidad y regula la expresion de genes de
virulencia; el mecanismo recientemente reportado ocurre al nivel postranscripcional y es de
tipo IRE/IRP (Iron Responsive Element/Iron Regulated Protein). Los IREs son estructuras
secundarias, de tallo-burbuja, conservadas que se encuentran en las regiones no traducidas
(UTR) de los ARNm; y las IRPs son proteinas citoplasmaticas bifuncionales que se unen a
estas estructuras en condiciones de bajo hierro permitiendo o inhibiendo la traduccién del
ARNm que contenga al IRE, dependiendo de la localizacion de dicha estructura (50 37).
Existen reportes que muestran gran necesidad de hierro por G. duodenalis, ya que estudios
con nifos diagnosticados con Giardiasis muestran valores de hemoglobina bajos que se
restablecen después de un tratamiento con antiparasitarios. Sin embargo, el efecto del hierro
en el crecimiento y virulencia de Giardia no han sido estudiados. Por lo anterior, el objetivo
de este proyecto fue estudiar el efecto del hierro en la patogenicidad de G. duodenalis y su
posible mecanismo de regulacion basado en la presencia de estructuras tallo burbuja. Para
ello, se crecieron parasitos en diferentes concentraciones de hierro a diferentes tiempos de
incubacion y se determind su crecimiento poblacional. Los resultados muestran que el

parasito puede adaptarse a las diferentes condiciones de hierro en el medio; sin embargo, la
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condicion de bajo hierro afecta la viabilidad dependiendo del tiempo de cultivo. Para
determinar el efecto del hierro en los mecanismos de citoadherencia y citotoxicidad necesaria
para su patogenicidad, se interaccionaron dichos cultivos con lineas celulares de intestino
humano. Los resultados preliminares mostraron una mayor adherencia y dafio a las células
intestinales en condiciones altas de hierro. Por otra parte, se determind la expresion
diferencial por hierro de algunos factores de virulencia mediante ensayos de RT-PCR
utilizando el ARN de los cultivos del parésito crecidos en las diferentes condiciones de hierro,
observandose regulacion de Actina (GL50803 40817), Citocromo b5 (GL50803 9089),
Glucosamina 6 fosfato desaminasa (GL50803 10839) y Subtilisina (GL50803 114625).
Finalmente, analizamos el genoma de Giardia en busca de estructuras tallo burbuja en los
diferentes grupos de ARNm que codifican para proteinas de virulencia, ribosomales, del
citoesqueleto y metabdlicas. Interesantemente, en los diferentes grupos de ARNms, a los
cuales se les delimitd su region no traducida, se formaron estructuras tallo burbuja
fisicoquimicamente estables. En conclusion, los resultados mostrados en este trabajo
sugieren que el hierro afecta los mecanismos de patogenicidad del pardsito, asi como la
expresion de genes de virulencia, y el probable mecanismo de regulacion estd mediado por

estructuras tallo burbuja presentes en las regiones UTRs de sus ARNm.

Palabras clave: Giardia duodenalis, hierro, crecimiento, adhesion, RT-PCR, sistema

IRE/IRP.



ABSTRACT

Infectious diseases represent a serious public health problem for the population, causing great
economic losses worldwide. Giardia duodenalis is the protozoan that causes giardiasis, one
of the most common intestinal infections, especially in children, immunocompromised
individuals and older adults causing complications such as "nutrient malabsorption
syndrome", irritable bowel syndrome and dysbiosis. Its infection has a distribution of 10 to
15% of the world population, being one of the most frequent causes of diarrheal outbreaks.
It has been estimated that about 1 billion cases of giardiasis occur annually resulting in 2.5
million deaths annually from diarrheal disease. Regarding the mechanisms of pathogenicity,
Giardia utilizes cytoadherence, cytotoxicity, and evasion of the immune response, for which
it expresses various virulence factors; however, the mechanisms of gene regulation remain
under study. Iron is an important element for the survival of all living organisms, including
protozoan parasites. In protozoa such as Trichomonas vaginalis and Entamoeba histolytica,
it has been reported that iron affects growth, pathogenicity mechanisms and regulates the
expression of virulence genes; the proposed mechanism is at the post-transcriptional level,
the IRE/IRP system (Iron Responsive Element/Iron Regulated Protein). IREs are conserved
stem-loops structures found in untranslated regions (UTRs) of virulence mRNAs; and IRPs
are cytoplasmic proteins that can bind these structures under low iron conditions, promoting
or repressing translation of mRNAs depending on the location of the IRE (5’or 3). It has
been reported that there is a great need for iron by G. duodenalis, since studies with children
with Giardiasis show low hemoglobin values that are restored after treatment with
antiparasitic. However, the effect of iron on Giardia growth and virulence remains under
study. Therefore, the objective of this work was to study the iron effect in the pathogenicity
of G. duodenalis and its possible regulation mechanism based on the presence of stem-loops
structures. Thus, parasites were grown in different iron concentrations at different incubation
times and their growth and viability were determined. These results show that the parasite is
capable to adapt to the different iron conditions in the medium, however, the low iron
condition affects viability in a time-dependent manner. To determine the effect of iron on the
cytoadherence and cytotoxicity mechanisms necessary for its pathogenicity, parasite cultures
interacted with human intestinal cell lines. These results showed higher percentage of

adhesion and damage to intestinal cells under high iron conditions. On the other hand,
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differential gene expression by iron of some virulence factors was determined by RT-PCR
assays using RNA from parasite cultures grown under different iron conditions, suggesting
iron regulation in Actin (GL50803 40817), Cytochrome b5 (GL50803 9089), Glucosamine
6 phosphate deaminase (GL50803 10839) and Subtilisin (GL50803 114625). Finally, we
analyzed the Giardia genome in search of IRE-like structures in the several groups of
mRNAs that encode for virulence, ribosomal, cytoskeletal, and metabolic proteins.
Interestingly, in the different groups of mRNAs, whose non-translated region was delimited,
stable physicochemical structures were formed. In conclusion, these data suggest that iron
affects the pathogenicity mechanisms of the parasite, as well as the expression of virulence
genes, and the probable regulation mechanism is mediated by stem-loop structures located in

UTRs of their mRNA.

Keywords: Giardia duodenalis, iron, growth, adhesion, RT-PCR, IRE/IRP system.



II INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales desde siempre han sido una de las primeras
causas de muerte a nivel mundial. Es por ello, que se les considera un problema de salud
publica, afectando a personas de cualquier condicion social y edad, aunque los mas
vulnerables son los ancianos y los nifios (Hernandez y col., 2011; Adam, 2021),
especialmente en los paises en desarrollo y en personas con comorbilidades (Kuick y col.,
2004; Zahedi y col., 2021). Se ha reportado que en las regiones de Asia, Africa y
Latinoamérica la probabilidad de muerte de nifios menores de cinco afios puede llegar al
50%, esto depende de factores socioecondmicos y nutricionales, sin embargo, esto los hace
mas susceptibles a las enfermedades infecciosas. Entre las enfermedades gastrointestinales
infecciosas se mencionan las causadas por bacterias como Escherichia coli, Salmonella y
Shigella, protozoarios como Giardia duodenalis y amibas (Entamoeba); y virus (Rotavirus
y virus Norwalk) adquiridos al consumir alimentos y agua contaminados con materia fecal
principalmente (Vila y col., 2009; Hernandez y col., 2011; Zahedi y col., 2021).

Giardia duodenalis (Sinonimos: Giardia lamblia, Giardia intestinalis) es el agente
causal de la giardiasis, una de las infecciones parasitarias mas prevalentes a nivel global, con
aproximadamente 280 millones de casos anuales (Bermudez y Chinea, 2025), siendo los
brotes diarreicos una de las causas mas frecuentes a nivel mundial. Muchos casos de
infecciones por G. duodenalis son asintomaticas sobre todo en las regiones altamente
endémicas (Veenemans y col., 2011; Ignatius y col., 2012; Danquah y col., 2014; Zahedi y
col., 2021). Sin embargo, una infeccion crénica puede desarrollar complicaciones como
desnutriciéon por mala absorcién de nutrimentos, retraso en el crecimiento en nifios, y en

adultos mayores la reduccion en las funciones cognitivas (Berkman y col., 2002; Danquah y
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col., 2014), de hecho, a cualquier edad pueden presentarse sindrome de intestino irritable y
disbiosis a causa de Giardia (Singer y col., 2020). Aunque la presencia de G. duodenalis es
mas frecuente en lugares con malas condiciones sanitarias, es comuin en todo el mundo
debido a la globalizacion de los viajes, asi como el suministro de alimentos, factores de estilo
de vida, hacinamiento, mala calidad del agua y el cambio climatico (Yoshida y col., 2011;
Zahedi y col., 2021). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que Giardia es
uno de los pardsitos que mas se esparce en humanos y animales domésticos, lo cual es un
problema de salud publica en paises tanto desarrollados como en vias de desarrollo (CDC,
2010; Feng y Xiao, 2011; Cernikova y col., 2018; Leung y col., 2019). Se ha reportado que
alrededor de 280 millones de personas se infectan cada afio, principalmente en Africa, Asia
y Latinoamérica (Mark-Carew y col., 2013; Fink y col., 2020; Bermtdez y Chinea, 2025),
sin embargo, la infeccidon ocurre a nivel mundial. La seroprevalencia en México es de 55.3%
(Cedillo-Rivera y col., 2009; Martinez-Gordillo y col., 2014). Giardia es uno de los
protozoarios mas comunes que causa sintomas de diarrea a nivel mundial, notificAndose mas
de 300 millones de casos cada afio, sobre todo en paises en vias de desarrollo o en paises de
bajos ingresos (Cernikova y col., 2018; Lagunas-Rangel y col., 2021), cabe aclarar que es
mas comun en dichos paises, sin embargo, se presenta a nivel mundial.

En nuestro pais, la secretaria de Salud ha reportado un total de 6,621 casos de los
cuales 197 corresponden al estado de Sinaloa, esto no coloca en décimo sexto lugar nacional
en casos de giardiasis (Cuadro 1) (SSA, 2025). Cabe sefialar que las cifras pueden ser
subestimadas porque muchos casos no se reportan o son mal diagnosticados.

Este parasito ocupa un punto de transicion evolutiva entre los procariontes y

eucariontes, por lo que es gran interés bioldgico. Presenta en su ciclo de vida dos estadios;



un trofozoito flagelado y un quiste. La infestacion se inicia por la ingesta de alimentos o agua
con presencia de quistes, siendo esta la forma infectiva, asi como el contacto directo fecal-
oral (Quey col., 1996; Adam, 2001; Carpenter y col., 2012). El quiste es relativamente inerte,
y puede sobrevivir en una gran diversidad de factores ecologicos y ambientales. El proceso
de exquitacion ocurre después de exponerse al ambiente acido del estbmago o condiciones
hostiles, luego los trofozoitos se diferencian en el intestino delgado. La forma vegetativa es
el trofozoito, en el intestino delgado se duplica, se adhiere al duodeno y libera factores de
virulencia ocasionando el sindrome de malabsorcion de nutrimentos y diarrea.
Posteriormente cuando los trofozoitos se exponen a los fluidos biliares ocurre el proceso de
enquistamiento. En este proceso, los trofozoitos se diferencian en quistes en el yeyuno, y
finalmente son arrojados por las heces, terminando asi su ciclo bioldgico (Que y col., 1996;
Adam, 2001; Carpenter y col., 2012). El cuadro clinico de la infeccion puede ser desde una
infeccion asintomadtica o bien con sintomas como diarrea con mal olor, dolor abdominal que
se ve agravada por comer, flatulencia, vomitos, anorexia y pérdida de peso; hasta cuadros
graves con diarrea cronica acompafiada con sindrome de malabsorcion de nutrimentos donde
hay periodos de estrefiimiento o diarrea con esteatorrea, disbiosis y deficiencia de lactasa
(Hill, 1993; Rana y col., 2005; Martinez-Gordillo y col., 2014).

La patogénesis de la giardiasis es un proceso de multiples factores donde se involucra
la adhesion de los trofozoitos por medio del disco de succion ventral a las células epiteliales
(Jenkins y col., 2009), empleando fuerzas mecanicas no especificas y/o interacciones
especificas con lectinas (Lev y col., 1986), y anexinas (Weilan y col., 2003). Con lo anterior,
se genera una lesion en las microvellosidades del epitelio intestinal por la interaccion entre

los enterocitos y el disco de succion de Giardia (Erlandsen y col., 1988), ocasionando una



alteracion en el equilibrio celular i6nico provocando asi la caracteristica diarrea. En el
transcurso del proceso se producen una serie de sucesos que favorecen la interaccion de las
células epiteliales y el parasito, sin embargo, se tiene poco conocimiento sobre las moléculas
que se expresan en dicha conexion. Algunas proteasas de tipo cisteina son liberadas por el
trofozoito (Rodriguez-Fuentes y col., 2006; Rascon y McKerrow, 2013; Adam, 2021), la
principal funcion de las cistein proteasa es en los procesos de enquistamiento y
desenquistamiento (Rascon y McKerrow, 2013); sin embargo, se necesitan mas estudios para
entender la patogenia de este parasito. Ademads, se ha reportado un aumento del sindrome del
intestino permeable ocasionada debido a las alteraciones en las uniones oclusivas (Buret y
col,, 2002; Troeger y col., 2007). La forma vegetativa de Giardia para invadir un entorno
adverso ha cambiado, por lo cual, este pardsito es habil para manipular y trasformar su
ambiente mediante factores como: el contacto de Giardia con las proteinas de superficie
variables (VSP) para modular las interacciones proteinas-proteinas (Singer y col., 2001;
Leung y col., 2019; Singer y col., 2020), la reduccion de produccion de 6xido nitrico en las
células epiteliales (Eckman y col., 2000), asi como la variaciéon antigénica para evitar el
ataque del sistema inmune (Nash, 2002) y la disminucion de hierro y zinc (Lujan y col., 1995;
Leung y col., 2019).

La regulacion de la expresion de genes de la respuesta inmune puede darse por
interacciones oclusivas entre las células Caco2 y Giardia (Roxstrom-Lindquist y col., 2005;
Leung y col., 2019). Como se ha mencionado, este parédsito produce un sindrome de
malabsorcion de agua, glucosa y sodio. Los trofozoitos liberan lectinas, proteinasas y una
posible enterotoxina de 58 kDa que ocasionan dafo citotoxico (Kaur y col., 2001; Shant y

col.,, 2004; Humen y col., 2011). Giardia requiere de una gran cantidad de metabolitos



preformados y de nutrimentos para su desarrollo, ademas, no tiene citocromos, ni presenta
las rutas metabolicas como la de la fosforilacion oxidativa y &cidos tricarboxilicos por la
carencia de mitocondrias, no obstante, presenta mitosomas que podrian desarrollar una
funcion analoga de las mitocondrias debido a que se han reportado proteinas que a través de
grupos hierro-azufre realizan el transporte de electrones, asi como una enzima piruvato
oxidorreductasa (PFO) que junto con la ferredoxina se encargan de activar a los derivados
del nitroimidazol, uno de los antiparasitarios empleados contra Giardia (Townson y col.,
1996; Tovar y col., 2003; Dolezal y col., 2005; Leung y col., 2019). Un hallazgo interesante
de este parasito es su gran requerimiento por el hierro, por lo tanto, este cation podria influir
en la virulencia de Giardia (Suchan y col., 2003; Olivares y col., 2004; Al-Mekhlafi y col.,
2005; Monajemzadeh y Monajemzadeh, 2008) similar a lo que ocurre en otros protozoarios
(Soto-Castro y col., 2017; Gastelum-Martinez y col., 2018), ademds, hay muy pocos estudios
sobre el efecto del hierro en el crecimiento y modulacion de genes de este protozoario.

Un catién primordial para el desarrollo de la mayoria de los microorganismos es el
hierro, sobre todo en los parasitos protozoarios. La obtencién del hierro se regula para
impedir la toxicidad debido a la formacion de radicales libres. Ademas, algunos protozoarios
han presentado proteinas de union a hemoglobina, transportadores, reductasas, inclusive por
medio de la lisis de células hospederas. Algunos ejemplos de microorganismos con esta
regulacion de obtencion de hierro son los parasitos protozoarios E. histolytica y T. vaginalis;
algunas de las moléculas que intervienen en el proceso de adhesion a la célula blanco,
moléculas implicadas en el crecimiento y metabolismo basal y la expresion de factores de
virulencia son reguladas por este metal (Alvarez-SéncheZ y col., 2000; Park y col., 2001;

Hernandez-Gutiérrez y col., 2003; Herndndez-Gutiérrez y col., 2004; Lee y col., 2008; Mach



y Sutak, 2020). Nuestro grupo de colaboradores reportd que en 7. vaginalis existen algunas
proteinas reguladas por este cation, ademas, la presencia de un mecanismo alternativo por
dicho metal a un nivel postranscripcional tipo IRE/IRP (Iron Responsive Element/Iron
Regulatory Proteins) parecido al de eucariontes superiores (Solano-Gonzalez y col., 2007;
Torres-Romero y Arroyo, 2009; Calla-Choque y col., 2014; Arroyo y col., 2015; Le6n-
Sicairos y col., 2023). En el sistema tipo IRE/IRP, los elementos de respuesta al hierro
(IREs), son estructuras tallo-burbuja que se localizan en las regiones no traducidas (UTR) de
los ARN o RNA mensajeros (por sus siglas en inglés) que codifican proteinas relacionadas
con la homeostasis del hierro, dichas estructuras tallo-burbuja interactian con las proteinas
citoplasmicas reguladoras de hierro (IRP). De acuerdo con los niveles de hierro presentes en
la célula la unién de estos elementos puede estabilizar el RNAm o bien, reprimir la traduccion
dependiendo también de la localizacion del IRE.

En el parasito G. duodenalis no se ha evidenciado si el hierro puede ser metabolizado
y si puede tener un efecto en su crecimiento y patogenicidad, sin embargo, existen evidencias
para hipotetizar que el hierro es esencial para estos aspectos tales como la presencia de
mitosomas que contienen proteinas con grupos hierro-azufre, la presencia de secuencias que
codifican para deshidrogenasas dependientes de hierro, de PFO, de superoxido reductasa y
otros ortdlogos; la necesidad del hierro ya mencionada para su sobrevivencia y la presencia
de hierro en el medio de cultivo utilizado para su crecimiento (Mach y Sutak, 2020). Ademas,
previamente encontramos estructuras tallo-burbuja en RNAm de diferentes genes lo que
sugiere regulacion tipo IRE/IRP (Plata-Guzman, 2015) y por lo tanto pudiera ser que el hierro

también juegue un papel importante en la virulencia del parasito.
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III REVISION DE LITERATURA

A Giardia duodenalis
1 Aspectos generales de Giardia duodenalis

Las infecciones del tracto gastrointestinal por parasitos protozoarios ocurren a nivel
mundial y tienen tasas de morbilidad y mortalidad significativas (Leung y col., 2019; Zahedi
y col., 2021). Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta
médica y también una de las primeras causas de muerte en el mundo y en México. Por ello,
se les considera un problema de salud publica a nivel mundial, que afecta a personas de
cualquier edad y condicion social, aunque los grupos mas vulnerables son los nifios y los

ancianos (Hernandez y col., 2011; Leung y col., 2019).

Las infecciones gastrointestinales han sido desde siempre una de las causas mas
importantes de morbimortalidad entre los lactantes y nifios a nivel mundial. Se ha reportado
que en Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de muerte de un nifio menor de cinco
afios es del 50%, aunque esto depende de factores socioecondmicos y nutricionales. Las
enfermedades gastrointestinales infecciosas mas comunes son causadas por bacterias
(principalmente Escherichia coli, Salmonella y Shigella), parasitos (Giardia lamblia y
amibas), y virus (Rotavirus y virus Norwalk) al consumir alimentos y agua contaminados
con materia fecal (Vila y col., 2009; Hernandez y col., 2011).

Los miembros del género Giardia son protozoos flagelados que pertenecen a la clase
Zoomastigophorea y al orden Diplomonadida. Suelen afectar a los tubos intestinales de
numerosas especies vertebradas. Giardia duodenalis (Sindnimos: G. lamblia, G. intestinalis)
coloniza el intestino delgado superior del humano (duodeno) para producir giardiasis,

infeccion parasitaria muy comun en el mundo, de distribuciéon cosmopolita, que constituye
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un problema de salud publica especialmente en paises en vias de desarrollo (Halliez y Buret,
2013). La giardiasis puede ser asintomatica (en la mayoria de los casos y especialmente en
adultos) o producir cuadros de diarrea aguda o cronica y sindrome de mala absorcioén de
nutrimentos con pérdida de talla y peso, lo cual es muy frecuente en infantes (Vazquez-Tsuji

y Campos-Rivera, 2009).

G. duodenalis es uno de los protozoarios intestinales mas frecuentes en todo el
mundo, aunque uno de los sintomas gastrointestinales en particular es la diarrea, muchas
infecciones de las regiones altamente endémicas son asintomaticas (Veenemans y col., 2011).
Sin embargo, en la infeccién cronica se puede desarrollar la desnutricion, retraso en el

crecimiento; y en adultos mayores, la reduccion en las funciones cognitivas (Berkman y col.,

2002).

La malabsorcion se considera el principal determinante patogénico, pero los
mecanismos subyacentes no han sido completamente aclarados (Cotton y col., 2011; Singer
y col., 2020). La Giardiasis, es decir, la infeccion sintomatica causada por G. duodenalis, se
ha asociado con una alteracion en la absorcion intestinal del hierro y las concentraciones de
hierro en suero son reducidos en nifios (de Viziay col., 1985; Ertan y col., 2002; Abou-Shady

y col., 2011).

En este contexto, la giardiasis, causada por G. duodenalis es una parasitosis
cosmopolita, de alta incidencia en paises en vias de desarrollo y se ha asociado a brotes
epidémicos importantes en Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos de Norteamérica
(Lane y Lloyd, 2002; Busatti y col., 2013). La giardiasis presenta una distribucién muy

amplia con 10-15% de la poblacién mundial infectada en promedio (Leung y col., 2019).

12



Su mayor prevalencia se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, donde afecta
hasta el 30% de los adultos (Said y col., 2012; Goyal y col., 2013). Esta parasitosis es mas
frecuente en nifios de 1-4 y 5-9 afios, asi como adultos de 35-39 afios cominmente los padres

de familia (Caccio y col., 2005).

El creciente interés en el estudio de la giardiasis se explica, entre otras razones, por
ser una de las causas mas frecuentes de brotes diarreicos a nivel mundial. Se ha estimado que
cerca de 280 millones de personas son infectadas anualmente, principalmente en Latino
América, Asia y Africa (Mark-Carew y col., 2013, Fink y col., 2020). En México la
seroprevalencia es de 55.3% (Cedillo-Rivera y col., 2009; Martinez-Gordillo y col., 2014).
En nuestro pais, hasta la semana 53 del afio 2025 (Cuadro 1) la secretaria de Salud ha
reportado un total de 6,621 casos de los cuales 197 corresponden al estado de Sinaloa
colocandonos en décimo sexto lugar nacional en casos de giardiasis (SSA, 2025). Aunque G.
duodenalis es mas frecuente en lugares con malas condiciones sanitarias, es comun en todo
el mundo debido a la globalizacion de los viajes, el suministro de alimentos, factores de estilo

de vida y el cambio climatico (Yoshida y col., 2011; Leung y col., 2019).
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Cuadro 1. Casos nuevos de giardiasis de los Estados Unidos Mexicanos 2025

Entidad Federativa Semana 53 Mujeres Hombres
Aguascalientes - 3 4
Baja california - 23 42
Baja california Sur 1 30 41
Campeche 1 41 60
Coahuila - 11 7
Colima 8 162 155
Chiapas 6 391 465
Chihuahua - 16 21
Ciudad de México 1 128 151
Durango 1 69 74
Guanajuato - 8 13
Guerrero 5 272 337
Hidalgo - 32 55
Jalisco 5 128 129
M¢xico 3 228 267
Michoacéan - 154 133
Morelos 1 21 22
Nayarit 1 113 105
Nuevo Ledén 1 34 37
Oaxaca 2 128 232
Puebla - 41 73
Querétaro - 7 10
Quintana Roo 4 69 71
San Luis Potosi 2 143 119
Sinaloa - 95 102
Sonora 4 110 109
Tabasco 109 115
Tamaulipas - 201 207
Tlaxcala - 4 6
Veracruz 3 135 136
Yucatan - 123 153
Zacatecas - 62 70

TOTAL 49 3094 3527

FUENTE: SINAVE/DGE/Salud 2025 (SSA, 2025).
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2 Aspectos historicos

La historia de la protozoologia naci6 a mediados del siglo XVII, cuando Anton Van
Leeuwenhoek; comerciante holandés de telas y tallador aficionado de lentes observd por
primera vez a través de los rudimentarios microscopios fabricados por ¢l mismo, un
organismo que por su descripcidon muy probablemente correspondia a G. duodenalis
(Véazquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009). Posteriormente, el profesor Vilém Lambl en 1859
denominé a este microorganismo con el nombre de Cercomonas intestinalis y después en
1881 lo denomind Lamblia intestinalis (Nufiez-Fernandez y col., 2004; Vazquez-Tsuji y
Campos-Rivera, 2009). Afios después en 1902 el parasitdlogo norteamericano Charles
Wardell Stiles decidi6 nombrarlo como G. duodenalis, seguido por Kofoid en 1915 quien
propuso el nombre de G. lamblia y Christias, quien en 1920 propuso el nombre de G. entérica
(Adam, 2001; Vazquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009). Giardia actualmente es conocida por
tres nombres (G. duodenalis, G. intestinalis y G. lamblia), la controversia continua y en la
literatura se le cita como Giardia lamblia por los latinoamericanos y norteamericanos,
Lamblia intestinalis por los europeos orientales y Giardia intestinalis o G. duodenalis por

los europeos occidentales (Vazquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009).

3 Taxonomia de G. duodenalis

Los miembros del género Giardia son protozoos flagelados que pertenecen a la clase
Zoomastigophorea y al orden Diplomonadida. Suelen afectar a los tubos intestinales de
numerosas especies vertebradas (Thompson y Monis, 2004). Las afinidades filogenéticas de
dicho parasito han sido objeto de debate durante muchos afos. Giardia presenta una
organizacion intracelular muy simple y se ha propuesto que representa un linaje eucariotico

de ramificacion temprana, que diverge antes de la adquisicion de mitocondrias (Simpson y
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col., 2002). En consecuencia, Giardia ha llegado a ser un microorganismo clave en los
intentos de comprender la evolucion de las células eucarioticas (Thompson, 2008; Thompson
y Monis, 2004). La técnica molecular PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), permitid
identificar a las especies de Giardia morfologicamente idénticas. En consecuencia, ahora
estan identificados un gran numero de especies y genotipos de Giardia que difieren
principalmente en su gama de hospedadores (Thompson y Monis, 2004; Caccio y col., 2005;
Traub y col., 2005; Smith y col., 2006; Thompson, 2008). La taxonomia actual de Giardia
(Cuadro 2) ha sido revisada extensamente. La nomenclatura mas ampliamente aceptada en
la actualidad con respecto a los genotipos que han sido caracterizados es ‘conjunto o
coleccion’, si bien se ha propuesto una taxonomia revisada (Thompson y Monis, 2004;
Caccio y col., 2005). Algunas especies y genotipos/conjuntos parecen estar limitados a
especies o tipos de hospedadores particulares (por ejemplo, Giardia conjuntos C/D (G. canis)
y E (G. bovis) en perros y ganaderia, respectivamente, mientras que otros tienen amplias
gamas de hospedadores, incluyendo a humanos (por ejemplo, G. duodenalis conjuntos A 'y
B; y poseen, en consecuencia, significacion zoonotica. G. duodenalis (sinonimos: G.
intestinalis;, G. lamblia) siendo la Unica especie hallada en el humano (Thompson, 2008;

Yaoyu y Xiao, 2011; Leung y col., 2019).
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Cuadro 2. Especies o0 Conjuntos de Giardia

Especie /conjunto

Hospedador

G. duodenalis/conjunto A

Humanos y otros primates, perros, gatos,
ganaderia, roedores y otros mamiferos

salvajes

G. duodenalis/conjunto B (G. entérica)’

Humanos y otros primates, perros

G. agilis Anfibios
G. muris Roedores
G. pisttaci Aves

G. ardeae Aves

G. duodenalis/conjunto C/D(G. canis)’ Perros

G. duodenalis/conjunto F (G. cati)! Gatos

G. duodenalis/conjunto E (G. bovis)’

Ganado vacuno y otra ganaderia ungulada

G. duodenalis/conjunto G (G. simondi)’

Ratas

(Tomado de: Thompson, 2008).
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4 Morfologia

Giardia es un protozoario microaerofilico, no invasivo, que se reproduce por fision
binaria en la superficie de intestino delgado y en su ciclo bioldgico presenta dos estadios:

trofozoito y quiste.
a Trofozoito

El trofozoito es el causante de la enfermedad y tiene una forma semejante a una pera
atravesada longitudinalmente. La parte plana es la superficie ventral y el lado convexo es la
superficie dorsal. El trofozoito de Giardia mide alrededor de 12-15 micras de largo y 5-9
micras de ancho. En comparacion con otros eucariontes, Giardia se caracteriza por poseer
dos ntcleos y carecer de mitocondrias, peroxisomas y un aparato de Golgi tipico. El
citoesqueleto incluye un cuerpo medio, cuatro pares de flagelos (anterior, ventral, posterior /
lateral y caudal) y el disco adhesivo. El cuerpo medio tiene funcién conocida, pero su
ubicacion da al parasito la caracteristica "sonrisa" que se observa después de la tincion con
Giemsa. Los flagelos y el disco adhesivo (Figura 1) se componen de las proteinas del
citoesqueleto clasicos como a-tubulina y B-tubulina junto con las proteinas de la familia de
las giardinas (a-giardina, B-giardina, y-giardina y d-giardina), que es una familia Unica de
Giardia (Elmendorf'y col., 2003; Palm y col., 2005; Ankarklev y col., 2010; Leung y col.,
2019). El paréasito depende de su gran movilidad y presenta un fuerte apego a los enterocitos

del intestino delgado y esto se logra por el disco adhesivo y el flagelo (Adam, 2001).
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Figura 1. Morfologia del trofozoito de G. duodenalis. El trofozoito de Giardia mide de 12-
15 pm de largo y de 5-9 um de ancho. Cuenta con 8 flagelos organizados en 4 pares: dos
flagelos anteriores (AF), dos flagelos ventrales (VF), dos flagelos posteriores laterales (PLF)
y dos flagelos caudales (CF). Los cuerpos basales son los sitios en los cuales los flagelos se
originan. El cuerpo mediano es una estructura microtubular de funcion desconocida. El disco
adhesivo es una estructura de fijacion grande, rigida, compuesta por microtiibulos. Hay varios
mitosomas centrales y periféricos en la célula. Las vesiculas periféricas son como vesiculas
lisosdmicas que se encuentran debajo de la membrana plasmatica en toda la célula. Adaptada

de Ankarklev y col., (2010).
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Ademas, este parasito se adhiere, desprende y mueve en su forma infectiva utilizando
el citoesqueleto formado principalmente por proteinas como tubulina, giardina, actina, entre
otras (Rivera y col., 2002). El disco adhesivo se ubica en la superficie ventral del trofozoito
abarcando tres cuartas partes de esta. El disco adhesivo es una estructura concava y
bilobulada, de 0,4 u de grosor maximo, esta estructura es rigida, y se encuentra fortalecida
por microtubulos y cintas fibrosas dorsales (que cursan desde los microtubulos al
citoplasma), se encuentra rodeada por un anillo de citoplasma contractil (Figura 2). El disco
adhesivo es el responsable de la capacidad del parasito de adherirse a las células epiteliales

del hospedero actuando como una ventosa (Fonte, 2009).

Cuatro pares de flagelos emergen de cada trofozoito: ventrales, anteriores, posteriores
y caudales. Los flagelos, que son estructuras moviles responsables de la locomocion del
parasito, la cual se da por la rotacion alrededor de su eje longitudinal para crear una fuerza
de propulsioén que ocasiona que G. duodenalis puede alcanzar velocidades de 12-40 um/s

(Lenaghan y col., 2011).

Los flagelos se originan en ocho blefaroplastos situados simétricamente y a corta
distancia del borde anterior de la célula. Dichos bleferoplastos marcan el origen de los
axonemas, lo cuales son organelos en forma de varilla recta que se disponen paralelamente y
terminan en el extremo posterior. Los axonemas de todos los flagelos cursan distancias
variables dentro del citoplasma antes de salir del cuerpo del protozoo, y los correspondientes
al par de flagelos anteriores emergen lateralmente al 4rea del disco adhesivo en el lado

opuesto a su respectivo blefaroplasto (Fonte, 2009; Tay-Zavala, 2010).

Los cuerpos medianos son elementos tUnicos de Giardia, y su funcién atin no se

define, han sido nombrados de diversas maneras por varios autores: cuerpos parabasales,
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kinetoplastos y cuerpos cromatoidales. Sin embargo, los estudios de ultraestructura de alta
resolucion realizados niegan su participacion en las actividades biologicas a las que aluden
esas denominaciones, se encuentran situados encima de los axonemas de los flagelos
caudales, inmediatamente detras del disco adhesivo, se describen como un par de estructuras
alargadas, de coloracion oscura, ligeramente curvas, dispuestas de manera oblicua o

transversal y muy proximas entre si (Fonte, 2009).

Asi mismo, es importante mencionar que la entidad patégena de G. duodenalis carece
de mitocondrias y peroxisomas, y en su lugar presentan vestigios de estos organelos llamados
mitosomas, los cuales son minusculos (<2 um), y manifiestan una importante reduccion de
proteinas, presentan doble membranas y retienen la funcién mitocondrial: la biosintesis de

Fe/S y nucléolo (Heinz y Lithgow, 2013; Makiuchi y Nozaki, 2013).

Por su parte, carece de organelos como el reticulo endoplasmico rugoso y Golgi, estos
son sugeridos durante la secrecion de componentes requerida para el enquistamiento, a través

de marcadores especificos para estos organelos durante el proceso (Uribarren, 2015).
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Figura 2. Diagrama de corte transversal de trofozoito de G. duodenalis. Al microscopio

electronico de transmision (Fonte 2009).
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b Quiste

Los quistes de Giardia tienen una morfologia elipsoidal de 8-12 um de largo y de 7-
10 um de ancho (Ankarklev y col., 2010). Poseen un citoplasma granular, fino, claramente
separado de una pared quistica de 0.3 pm de espesor adosada a la membrana plasmatica del
parasito (Figura 3). La pared del quiste es retractil y su porcion externa presenta una
estructura fibrilar compuesta por 7 a 20 filamentos y se encuentra compuesta principalmente
por N-acetilgalactosamina (GalNAc), mientras que la porcion interna es membranosa.
Ambas se encuentran separadas por el espacio periplasmatico (Montoya-Orozco y Roldan-

Aristizabal, 2007).

En el citoplasma del quiste se observan también ocho axonemas, dos laminas de
microtubulos (10 a 20 microtibulos cada una) numerosos ribosomas, vacuolas, y fragmentos
del disco ventral (Rivera y col., 2002; Tay-Zavala, 2010; Uribarren, 2015). Por el contrario,
no se observan mitocondrias, aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmico rugoso (Montoya-

Orozco y Roldan-Aristizabal, 2007).

Los quistes inmaduros o de reciente formacion tienen dos ntcleos y se denominan
prequistes, y los quistes maduros tienen cuatro nticleos. Los nucleos suelen localizarse en el
extremo del quiste. La actividad metabdlica de los quistes es so6lo del 10 al 20% de la

desarrollada por los trofozoitos (Montoya-Orozco y Roldan-Aristizabal, 2007).
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Figura 3. Morfologia del quiste de G. duodenalis. El quiste tiene 4 nucleos tetraploides. El
disco ventral y los flagelos se desmontan y forman fragmentos en el quiste. Adaptada de

Ankarklev y col., (2010).
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5 Ciclo Biolégico

G. duodenalis tiene un ciclo de vida simple con dos estadios que permiten su
sobrevivencia. La forma patogénica conocida como trofozoito se adhiere a las células del
intestino ocasionando los sintomas de la giardiasis, mientras que el quiste representa la forma
infectiva. Asi, este parasito presenta dos procesos de diferenciacion que se desarrollan en el
hospedador: el desenquistamiento y el enquistamiento. La infeccién se inicia mediante
transmision directa persona-persona y oro-fecal por la ingestion de quistes que se encuentran
en agua o alimentos contaminados con ellos y por transmision homosexual (Craun, 1986;

Adam, 2001; Adam 2021).

Una vez que el quiste se localiza en el estomago del hospedero se inicia el
desenquistamiento desencadenado por el medio acido de este Organo asi como por la
actividad de las enzimas hidroliticas pancreéticas quimiotripsina y tripsina del huésped,
aunque en este proceso también ayudan las cistein proteinasas producidas por las vesiculas
periféricas de G. duodenalis, la fosforilizacion y desfosforilizacion de proteinas de la pared
del quiste del parasito, y el cation Ca®" participando como ion de sefializacion (Nufiez-

Fernandez y col., 2004; Esch y Petersen, 2013).

Este proceso culmina en el duodeno y finaliza cuando se rompe la pared quistica y
emerge del quiste una masa tetranucleada de protoplasma denominada excizoito (Bernander
y col., 2001). Dos trofozoitos seran generados a partir de un solo quiste y éstos se podran
adherir a las microvellosidades intestinales del duodeno para dividirse por fisién binaria,
colonizando la mucosa intestinal. El enquistamiento se realiza principalmente en el yeyuno,
probablemente por la accion de la bilis (Adam, 2001; Bazan-Tejeda y col., 2008). Los quistes

son expulsados por el huésped en las heces y permanecen en estado de latencia en el medio
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ambiente. Debido a las caracteristicas, particularmente de la pared del quiste, puede
sobrevivir en el medio externo aun y cuando se presentan variaciones drasticas de pH (Adam,
2001; Argiiello-Garcia y col., 2002). Ademas, pueden persistir durante meses en suelo o
agua, estimandose que la dosis infecciosa para G. duodenalis es de 10 quistes (Esch y

Petersen, 2013).

La virulencia del parasito depende de factores del huésped y factores del propio
parasito, el disco adhesivo proporciona una adhesién no especifica a los enterocitos, la
virulencia del trofozoito es altamente dependiente de la movilidad mediada por ocho flagelos
presentes en 4 pares y la fijacion a la célula huésped mediada por el disco ventral. La adhesion
a los enterocitos desencadena una cascada intracelular en la huésped atn no comprendida, lo
que ocasiona cambios osmoticos causando diarrea y los sintomas caracteristicos de la

giardiasis (Esch y Petersen, 2013).

Cuando se ha llegado el tiempo de la excrecion fecal, los trofozoitos pueden
enquistarse en el ileon convirtiéndose en quistes, posiblemente como resultado de la
exposicion a sales biliares o a la ausencia de elementos nutritivos como el colesterol, aunque
no todos alcanzan a completar esta ultima etapa, pudiéndose observar en heces fecales la
presencia tanto de quistes como de trofozoitos (Nufiez-Ferndndez y col., 2004, Esch y
Petersen, 2013). Asimismo, la eficiencia de la transmision de Giardia depende en forma

decisiva de la formacion adecuada de esta estructura (Figura 4).
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h: Etapa infectiva
&“ Hapa de diagnostico

Figura 4. Ciclo bioldgico de G. duodenalis. G. duodenalis tiene dos estadios en su ciclo de
vida: trofozoito flagelado (etapa diagnoéstica) y quiste (etapa infectiva). La infeccion es
iniciada por la ingestion de quistes en alimentos o agua contaminada con ellos, seguido por
la exquistacion y colonizacién del intestino por trofozoitos causando la enfermedad (CDC,

2016).
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6 Epidemiologia y transmision

La prevalencia de la parasitosis intestinal depende de la region geografica, de las
condiciones de saneamiento ambiental, de la calidad de las viviendas, de los niveles
socioecondmicos, de la higiene personal y colectiva, de la calidad de vida, del hacinamiento

y de los aspectos propios del ambiente (Martinez y col., 2011).

La giardiasis es comunmente adquirida por fuentes de agua dulce o aguas publicas
contaminadas, debido a que el tratamiento quimico que éstas ultimas reciben no es suficiente
para eliminar los quistes infecciosos de G. duodenalis. Otras formas de transmision de esta
enfermedad son por via fecal-oral directa, o por el consumo de alimentos contaminados con
los quistes del parasito a causa de una mala practica de higiene y sanidad de quienes preparan

dichos alimentos (Halliez y Buret, 2013; Galkin y col., 2014).

G. duodenalis es mundialmente el parasito entérico mas frecuente en el humano y
también el protozoario mds comun en los animales domésticos incluyendo perros, gatos y el
ganado. Las infecciones en la infancia, en la gestacion, y aquellas relacionadas con el SIDA,
son las de mayor importancia debido al sistema inmune deficiente. La morbilidad y
mortalidad asociadas son elevadas, con mas de 58 millones de casos de diarrea protozoaria
infantil por afio, con respecto a lo cual los costes directos solamente del tratamiento se

estiman en el orden de 150 millones de dolares (Thompson, 2008).

Cabe senalar que G. duodenalis no es considerado como un patdgeno oportunista en
pacientes inmunocomprometidos. Un estudio realizado en personas infectadas por VIH en
Italia revel6 que las tasas de infeccion por este pardsito varian del 3.5% al 6.2% en ese patis,

antes de la introduccion del tratamiento antirretroviral de gran actividad (Feng y Xiao, 2011).
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Las tasas de prevalencia de giardiasis notificadas varian entre menos del 1% y mas
del 50%, habiéndose estimado que en Asia, Africa y América Latina se registran mas de 200
millones de casos anuales de infeccion. Ademas, ha habido grandes epidemias de origen
hidrico en las regiones septentrionales de la antigua URSS, asi como en los Estados Unidos
de América y Canadd, donde los castores pueden servir como reservorio de la infeccion

(OMS, 1991; Leung y col., 2019).

La prevalecia de giardiasis en nifios, como ya se ha mencionado, es bastante comun
y mas frecuente que en adultos. En un estudio realizado en Colombia, donde se analizaron
las heces de 328 nifos asintomaticos en busca de parasitos intestinales, se encontr6 una
prevalencia de 2.4% para Ascaris lumbricoides, 0.6% en Hymenolepis nana, 2.1% con
Trichuris trichiura, 6.1% para Blastocystis hominis y 13% con G. duodenalis, siendo este

valor el mayor (Giraldo-Gomez y col., 2005).

Las tasas de infeccion de giardiasis en los seres humanos son generalmente mas bajas
en los paises desarrollados. Estudios recientes reportan tasas de infeccion de 4.0 % en
Bélgica, 1.5 % en Alemania, del 0.4% hasta el 6.2 % en Italia, 3.7 % en Portugal, un 5.4%
en Espafa, 1.3 % en el Reino Unido, 1.4% en los Estados Unidos, del 1.1% al 6.6 % en
Arabia Saudita, 2.5% en Corea del Sur, del 1.6% al 7.6% en Australia, y un 7.6 % en Nueva
Zelanda (Feng y Xiao, 2011). La mayoria de las encuestas se llevaron a cabo con nifios
asintomaticos. La ocurrencia de giardiasis es probablemente mayor en niflos con diarrea. Asi,
en los paises nordicos de Dinamarca, Finlandia, Noruega, y Suecia, se estim6 que la tasa de
infeccion de la giardiasis es 2,9% y 5,8% para las personas asintomaticas y sintomaticas,

respectivamente. Una tendencia similar se observo en los Paises Bajos, con tasas de infeccion
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de 14,0% en los pacientes con diarrea persistente y el 2,0% en sujetos asintomaticos (Feng y

Xiao, 2011).

La explicacion del por qué en los paises desarrollados existan tasas de infeccion mas
bajas que las existentes en los subdesarrollados, debe deberse seguramente al acceso que
tienen los primeros al agua potable sin contaminacién de los quistes infecciosos de G.

duodenalis.

En México la prevalencia varia de un 7.4 hasta un 68.5% dependiendo de la zona
geografica. La incidencia mas alta se encuentra entre lactantes, preescolares y escolares

(Uribarren-Berrueta, 2014).

En un estudio realizado en la comunidad de Casulco, ubicada al sureste de la Ciudad
de Meéxico, poblacion formada por asentamientos humanos irregulares (mezcla de
poblaciones citadina y rural), donde so6lo el 65% contaba con agua potable; se encontrd que
el 100% de la poblacion muestreada (741 personas) resultaron positivos a la presencia de
protozoos comensales, y/o helmintos pardsitos. Las protozoosis encontradas en orden de
frecuencia fueron: giardiasis (29.98%), entamebiasis por Entamoeba coli (14.71%) y por
Entamoeba histolytica (7.29%), seguidas de infecciones por protozoos no patdgenos

(Sanchez-Vegay col., 2000).

Un estudio realizado en nuestra ciudad (Culiacén), report6 hasta un 58.3 % de un total
de 12 muestras aisladas de nifios de 3 a 6 afios de edad positivas para el genenotipo AllL y un
41.7% con el genotipo Al, lo sorprendente de estos resultados no son Unicamente los

porcentajes, sino el hecho de que se hubieran encontrado también resultados similares en
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muestras de perros con un 52.6% de muestras positivas para el genotipo Al y un 47% para

All, sefialando de nuevo el potencial zoonotico de la enfermedad (Eligio-Garciay col., 2008).

En nuestro pais, hasta la semana 53 del afio 2025 (Cuadro 1) la secretaria de Salud ha
reportado un total de 6,621 casos de los cuales 197 corresponden al estado de Sinaloa

colocandonos en décimo sexto lugar nacional en casos de giardiasis (SSA, 2025).

Sin duda, G. duodenalis ha demostrado ser el parasito protozoario patdgeno mas
frecuente en nifos, con un gran impacto en la salud publica y en la economia de las naciones,
del cual los aspectos epidemioldgicos rompen fronteras aun en los paises desarrollados,

donde, aunque las prevalencias sean bajas, existen.
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7 Mecanismo de Patogenicidad

Definir los mecanismos patogénicos de esta infeccion es uno de uno de los aspectos

de gran relevancia actual para el entendimiento, diagndstico y tratamiento de la giardiasis.

La patogénesis de G. duodenalis es un proceso de multiples factores que inicia con la
adherencia del parasito a los enterocitos del duodeno. Dicha unién de los trofozoitos a las
células del epitelio intestinal es por medio de un disco de succion ventral, siendo crucial para
comenzar la colonizacion y mantener la infeccion. Una de las proteinas que estan
relacionadas en la union de Giardia a la mucosa intestinal, ademas, participa en el montaje y
desmontaje del citoesqueleto que marca la transicion de trofozoitos infecciosos transmisibles
a quiste, son las o-giardinas; proteinas relacionadas a las anexinas que son altamente

expresadas en este parasito (Figura 5) (Yoshida y col., 2011).

Diferentes posibles mecanismos de adherencia de este parasito se han propuesto: A)
por debajo del disco de succion ventral se genera una fuerza de succién por movimientos
impulsores del flagelo; B) Procesos mecanicos relacionados con proteinas contractiles del
disco ventral y del fleco ventrolateral (Crossley y col., 1983; Peattie, 1990; Yoshida y col.,
2011), y C) Participacion de moléculas de superficie que permiten la union del trofozoito a
receptores en las células epiteliales del hospedero (Pegado y col., 1994). Se han empleado
diversos modelos con el proposito de estudiar el fendmeno de adhesion del parésito a células
epiteliales, dichos modelos han dado conocimientos en relacion con los factores que
intervienen en la adherencia del parasito a la célula huésped, sin embargo, se sabe poco acerca
de las moléculas que se expresan en la interaccion y que desempefia un importante papel en

el establecimiento de Giardia.

32



Existen pocos estudios sobre como el parasito causa la enfermedad, no obstante, la
nociéon mas aceptada es que la sintomatologia provocada se debe a un acortamiento en el
borde en cepillo de las microvellosidades del epitelio, siendo un factor clave en el origen de
las enfermedades diarreicas por la mala digestion y malabsorcion (Gillon, 1984; Chavez y

col., 1986; Halliez y Buret, 2013; Danquah y col., 2014).

En anteriores estudios, donde se han utilizado parasitos de pacientes con
sintomatologia de giardiasis, establecieron que este parasito produce un fendomeno de
malabsorcion de agua, sodio y glucosa, ademas, debido a la pérdida de la superficie
absorbente del epitelio intestinal se produce una disminucién en la actividad de la
disacaridasa (Cuadro 3) (Buret y col., 2002; Miiller, 2005; Gascéon, 2006; Cotton y col., 2011;
Halliez y Buret, 2013). De igual modo, se ha especificado la disminucion y distorsion del
borde de las microvellosidades, aumento en el indice mitdtico de las células de las criptas
epiteliales, interferencia en el metabolismo de sales y 4cidos biliares (Halliday y col., 1988).
Ademés, debido a este fenomeno de malabsorcion, se observa una hipersecrecion de cloro y
electrolitos que provoca acumulacion de fluidos en el lumen de intestino durante la infeccién

cronica (Troeger y col., 2007; Cotton y col., 2011).

También, se ha observado secrecion de moco como resultado de la irritaciéon que
ocasiona la presencia de los trofozoitos en la pared del epitelio intestinal lo que produce una
respuesta inflamatoria. Ademads, se confirmé que las lesiones del borde en cepillo y las
deficiencias de disacaridasa en pacientes con giardiasis son dependientes de la presencia de
linfocitos CD8+ (Scott y col., 2004; Halliez y Buret, 2013) y que un niimero incrementado
de linfocitos intraepiteliales estan intimamente relacionados con el proceso de malabsorcion

durante la infeccion por Giardia (Buret y col., 2002; Miiller, 2005; Gascon, 2006). Ademas,
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se ha visualizado que la forma vegetativa de G. duodenalis es capaz de alterar la barrera
epitelial aumentando la permeabilidad de los enterocitos primordialmente por medio de la
ruptura de las uniones oclusivas, también, ocasiona cambios en el citoesqueleto del epitelio,
asi como inducir la muerte celular programada de dichas células (Buret, 2007; Troeger y col.,
2007). Por otro lado, se ha establecido que el mecanismo principal por el que los trofozoitos
de Giardia es capaz de provocar un dafio citotoxico es por medio de la liberacion de
proteinasas, lectinas, ademads, se ha sugerido la existencia de una “enterotoxina” de 58 kDa
que es secretada, en unidn son las encargadas del dafio provocado en las microvellosidades
(Kaur y col., 2001; Shant y col., 2004; Humen y col., 2011). Por otro lado, el trofozoito es
capaz de liberar algunas proteasas de tipo cisteina (Rodriguez-Fuentes y col., 2006; Rascon
y McKerrow, 2013), la funcion principal de dichas proteasas se localiza en el enquistamiento
y desenquistamiento (Rascon y McKerrow, 2013). El transcrito de la cistein proteasa 2 (CP2)
se sobreexpresa en las etapas vegetativa y de enquistamiento de los trofozoitos. También, la
CP?2 interviene en la degradacion de las proteinas de la pared del quiste, y se encuentra co-
localizada en vesiculas especificas para el enquistamiento; dichas vesiculas contienen los
materiales precursores requeridos para la formacion de la pared del quiste (Dubois y col.,
2008; Rascon y McKerrow, 2013). En cultivos de G. duodenalis se ha visualizado la
actividad que se le atribuye a otras proteasas (Williams y col., 1995; Coradi y col., 2006;
Rodrigez-Fuentes y col., 2006; de Carvalho y col., 2008; Rascon y McKerrow, 2013), se ha
comprobado la existencia de amino, aspartico, metalo, treonina y serin-peptidasas
independientemente del andlisis del genoma. Aunado a ello, han sido caracterizadas de
manera parcial dos proteasas en este parasito: la proproteina convertasa subtilisina (GSPC)

(Davids y col., 2011; Rascon Jr y McKerrow, 2013) y la dipeptidil peptidasa IV (DPP 1V)
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(Touz y col., 2002; Rascon y McKerrow, 2013), las dos estan implicadas en los procesos de

enquistamiento (DPP IV y GSPC) y desenquistamiento (GSPC) y son proteasas de serina.

La mayoria de los estudios hasta ahora indican que la giardiasis provoca alteraciones
en las vellosidades intestinales, sin embargo, también se ha observado que el sistema
inmunolégico del hospedero tiene una participacion critica en este mecanismo tornandose
entonces multifactorial, hecho sugerido al observarse en un modelo murino deficiente en
linfocitos T en ausencia de esas anormalidades. Uno de los eventos més importantes durante
el curso de la giardiasis es el aumento en la permeabilidad epitelial provocada por la apoptosis
masiva de los enterocitos asi como la reorganizacion del citoesqueleto de los mismos
inducido por los desechos de excrecion-secrecion del trofozoito; el aumento en la
permeabilidad epitelial también provoca la acumulacion intraepitelial de linfocitos T cuya
activacion aunada a las moléculas de excrecion-secrecion inician el proceso de acortamiento
y aplanamiento de las vellosidades, disminuyendo la actividad de enzimas como la lipasa y
lactasa desencadenando el descontrol en la absorcion de sustancias como H>O, electrolitos y

otros nutrientes promoviendo su aparicion en heces (Geurden y col., 2011).
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Figura 5. Adhesion de trofozoitos de parasitos al epitelio intestinal (Yoshiday col.,2011).
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Cuadro 3. Efectos fisiopatolégicos principales de G. duodenalis y sus mecanismos

Respuestas patofisiolégicas inducidas por Giardia

Mecanismos implicados o hipotetizados de ser implicados

Apoptosis de las células epiteliales intestinales

Induccién de factores por-apoptéticos: Caspasa-3,8 y 9, Inhibicion de factores anti-apoptoticos:

poly (ADP-ribosa) escision de la polimerasa (PARP)

Detencion de la progresion del ciclo celular de los enterocitos

Competencia por los nutrientes (arginina), sobre regulacion de los genes del ciclo celular

Disfuncion de la barrera intestinal

Ruptura de Claudina-1 y alfa-actinina por mecanismos desconocidos, ruptura de la zona
ocludens (ZO)-1 mediada por caspasa-3, miosina de cadena ligera quinasa mediada por la

interrupcion de F-actina 'y ZO-1

Hipermotilidad del intestino delgado

Inmunidad adaptativa, 6xido nitrico neuronal, desgranulacion de los mastocitos

Acortamiento difuso de las microvellosidades del borde de cepillo

Linfocitos CD8* mediados por las vias secretoras del parasito/productos de excrecion

Hiperplasia de las criptas

Alteracion de las vellosidades/proporcion de las criptas

Composicion de la microbiota

Microbiota del huésped infectado puede llegar a ser patdgena

Aumento en la produccién de moco

Aumento de la secrecion de moco en respuesta al parasito

Deficiencias de la actividad enzimatica del borde de cepillo

Pérdida de superficie (microvellosidades y vellosidades)

Deficiencias de las disacaridasas

Pérdida de superficie (microvellosidades y vellosidades)

Electrolitos/nutrientes/malabsorcion del agua

Pérdida de superficie (microvellosidades y vellosidades)

Hipersecrecion de aniones

Mecanismos desconocidos

(Tomado de: Halliez y Buret, 2013).
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8 Formas clinicas de la giardiasis
a Giardiasis asintomatica

Se alude al contagio por G. duodenalis donde no se presentan hallazgos clinicos
en relacion con esta parasitosis. Los pacientes con giardiasis asintomatica, se les denomina
portadores sanos, equivalente a mas del 80% de los individuos infestados por Giardia.
Comunmente, entre mas grande es la endemicidad de esta parasitosis en una zona, mas
grande es la correlacion de pacientes asintomaticos. Supuestamente, las previas
infecciones ocasionan algin tipo de inmunocompetencia que, si bien no evita la

reinfeccion, si limita las consecuencias clinicas de ésta (Saleh, 2010).

b Giardiasis aguda

La etapa aguda generalmente comienza con problemas intestinales, colicos,
seguido por nduseas y anorexia. Los primeros sintomas pueden ser de bajo grado, fiebre
y letargo. Los sintomas posteriores incluyen diarrea profusa, acuosa, y fétida, meteorismo
y aumento de la peristalsis con amplia flatulencia, eructos, calambres epigastricos y mal
sabor de boca. En raras ocasiones, las heces pueden contener moco o sangre. La etapa
inicial de la infeccidon que tiene una duracion de 3-4 dias, es similar a la causada por otros
parasitos y un diagndstico provisional de la giardiasis rara vez se hace. La mayoria de los
pacientes presentan diarrea y los demds sintomas se observan con menor frecuencia.
Aunque algunos episodios de giardiasis aguda pueden resolverse espontdneamente, suelen

pasar a una subaguda o fase crénica (Ivanov, 2010).
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¢ Giardiasis cronica

Esta etapa puede caracterizarse con 2 o mas afios de diarrea intermitente. En las
personas que regresan de zonas endémicas, la fase aguda puede ser olvidada y pueden
exponerse Unicamente a una ligera a moderada diarrea persistente o signos recurrentes de
esta. Durante la etapa cronica pueden estar presentes sintomas como letargo, cefalea y
dolor muscular, con pérdida progresiva de peso, pérdida de apetito y mala absorcion. La
infeccion persistente en infantes podria manifestarse con un crecimiento lento (Ivanov,

2010).
d Manifestaciones extraintestinales

Entre las manifestaciones extraintestinales asociadas a giardiasis, se han descrito
las siguientes: lesiones de tipo urticariano, lesiones del epitelio pigmentado de la retina,
glositis y artritis reactiva, son las cuatro manifestaciones clinicas extraintestinales mejor
estudiadas. Muchos investigadores también encontraron manifestaciones cutaneas de muy

diversos tipos asociadas a la infeccion por G. duodenalis (Saleh, 2010).

Otras de las consecuencias extraintestinales a largo plazo provocadas por G.
duodenalis podrian ser: alergias, complicaciones musculares, retraso en el desarrollo,
deterioro de la funcion cognitiva, sindrome de fatiga cronica, sindrome del intestino
irritable post-infeccion y susceptibilidad a procesos carcinogénicos (Halliez y Buret,

2013).
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9 Diagnostico de laboratorio de la giardiasis
a Diagnostico por microscopia

En el diagnostico realizado por la toma y andlisis de muestras fecales en pacientes,
los métodos coproparasitoscopicos de concentracion son muy utiles para detectar las
formas quisticas, dando los mejores resultados los métodos de sedimentacion de Ritchie
y de flotacion de Faust, debido a que son técnicas que se utilizan para concentrar parasitos
en la materia fecal. Por medio de estos métodos se diagnostican la mayoria de los casos,
aunque solo se diagnostican el 80-90 % de los casos en analisis de 3 muestras seriadas de

heces por paciente (Vazquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009).

Los trofozoitos méviles pueden ser detectados por el examen microscopico directo
de muestras frescas (frotis preparados de inmediato con solucion salina), mientras que los
trofozoitos muertos se pueden detectar en los frotis fecales secados al aire y tefiidos, por
ejemplo, con Giemsa que ayuda a la diferenciacion de otros microorganismos protistas, y
de los desechos fecales o del medio ambiente. Los trofozoitos generalmente se encuentran
en muestras diarreicas, mientras que los quistes en muestras de heces fecales no diarreicas.
La microscopia electronica puede ser util para la identificacion de algunas especies de
Giardia, pero lamentablemente no se aplica rutinariamente (Vazquez-Tsuji y Campos-

Rivera, 2009; Koehler y col., 2014).
b Diagnostico por deteccion de antigenos

Comunmente el diagnostico de la infeccion por G. duodenalis se realiza a través

de exdmenes coproparasitoscopicos. Sin embargo, la excrecion intermitente de quistes y
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trofozoitos del parasito hace que no sea posible diagnosticar la infeccion con G.
duodenalis en un 10 a 50% de los casos mediante estos métodos. Por otra parte, la
determinacion de anticuerpos humanos IgG contra G. duodenalis, no permite diferenciar
entre una infeccion pasada o una reciente, por lo que es mejor la identificacion directa del

antigeno de Giardia (Duquey col., 2001).

Dos de los ensayos de deteccion de antigenos mas comunes son: Ensayos de
Deteccion por Inmunofluorescencia Directa (DFA) que detectan organismos intactos, e
Inmunoensayos enzimdaticos (EIA) que detectan antigenos solubles en heces. La
sensibilidad y especificidad de DFA ha sido reportada de un 96 al 100% para Giardia. La
sensibilidad descrita para EIA varia desde un 94 hasta un 97% y su especificidad se ha

reportado de un 99 a 100% (Ali y Hill, 2003).

Las ventajas de EIA, sobre la DFA son que se puede procesar un mayor nimero
de muestras en un lapso menor de tiempo y ademas los resultados pueden ser leidos o
medibles objetivamente mediante el uso de un espectrofotdmetro, mientras que en la
inmunofluorescencia directa los resultados tinicamente son leidos en un microscopio de

fluorescencia (Jahan y col., 2014).

La Citometria de Flujo (FC), es un método de concentracion o recuperacion de los
quistes de Giardia, para su posterior inmunofluorescencia, tinciéon, examen microscopico
y/o cuantificacion. Ademas, también es posible la tincion del 4cido nucleico del parasito
con yoduro de propidio para distinguir de forma segura entre quistes viables y no viables

(Figura 6) (Koehler y col., 2014).
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Figura 6. Técnicas mas utilizadas para el diagnostico de la giardiasis. Microscopia,

inmunocromatografia, FC y ELISA. (A) Microscopia de quistes o trofozoitos, y analisis

de microscopia electronica de estas etapas. (B) inmuno-cromatografia: (1) la zona de carga

de la muestra; (2) anticuerpo de control positivo para el ensayo; (3) anticuerpos

especificos para la deteccion de antigenos de Giardia; (C) inmunoensayo para la deteccion

de antigenos de quistes o trofozoitos: (1) ELISA; (2) captura de anticuerpos; (3) antigeno

de Giardia; (4) anticuerpo secundario especifico; (5) enzima conjugada con fluorescencia

para la deteccion colorimétrica; (D) la Citometria de Flujo (FC) para la recuperaciéon o

cuantificacion de los quistes: (1) emisor laser; (2) muestra que contiene quistes marcados

con fluorescencia; (3) detectores de luz; (4) visualizacion de resultados utilizando un

color; (5) FC de dos colores. Adaptada de Koehler y col., (2014).
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¢ Diagnoéstico mediante técnicas de analisis genético

Dado que los métodos fenotipicos no pueden ser utilizados para distinguir
diferentes especies o conjuntos de Giardia, diversos métodos acido-nucleicos acoplados
se han desarrollado para identificar y detectar la variacion genética dentro y entre los
miembros de este género de muestras clinicas y ambientales. Aunque algunos métodos se
basan en la hibridacion especifica in situ de sondas de loci genéticos particulares, en el
genoma de los quistes de Giardia, la mayoria de las técnicas se basan en la amplificacion
especifica de uno o mas loci de pequenas cantidades de ADN gendmico por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). La aplicacion de la PCR ha llevado a un mayor
conocimiento y comprension de la sistematica, biologia, epidemiologia, ecologia y las
poblaciones genéticas de G. duodenalis, asi como también ha brindado soportes para la

prevencion y control de la giardiasis (Koehler y col., 2014).
10 Tratamiento

A pesar de contar con algunos farmacos para tratar las infecciones por G.
duodenalis en humanos, se reportan problemas de toxicidad y resistencia. Entre los
farmacos mas utilizados destacan: metronidazol, tinidazol y furazolidona (los cuales son
nitroimidazoles), albendazol (un benzimidazol) y quinacrina (una acridina sustituida).
También se ha demostrado la utilidad de la paromicina en algunas situaciones y se ha
propuesto la nitazoxanida como alternativa a los nitroimidazoles convencionales; aun asi,
es imprescindible la realizacion de mas estudios para evaluar por completo su eficacia

(Thompson, 2008).
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El metronidazol (nitroimidazol) es el farmaco de eleccion para combatir la
giardiasis, mientras que el sabor agradable y eficacia de los benzimidazoles los hace una

alternativa a la utilizacion de los nitroimidazoles (Ivanov, 2010; Mahmoud y col., 2014).

Lamentablemente, hoy en dia la terapia antimicrobiana no siempre es eficaz,
ocurre una resistencia a los medicamentos por parte de los microorganismos; este
problema se ha convertido en una preocupacion creciente. A pesar de ello, recientemente
varios candidatos a farmacos prometedores se han identificado con cualidades que pueden
superar la resistencia a los antibidticos en Giardia. Estos incluyen derivados de 5-
nitroimidazoles y bencimidazoles, asi como compuestos hibridos creados a partir de
combinaciones de diferentes farmacos antigiardiales con desventajas como en el caso de

giardiasis asintomatica (Watkins y Eckmann, 2014).

Otros estudios reportan medicamentos como la auranofina (farmaco
antirreumatico) como un medicamento eficaz contra las cepas de Giardia humano (de los
conjuntos A y B) que han mostrado resistencia al metronidazol (Tejman-Yarden y col.,
2013). Y al orlistat (tratamiento utilizado en la obesidad), como un potente inhibidor del
crecimiento de G. duodenalis in vitro, que elimina a los pardsitos en concentraciones
alcanzables en el intestino por los regimenes de tratamiento aprobado para la obesidad
(Hahn y col., 2013). Por ultimo, también se reconocen los posibles efectos terapéuticos
de los extractos de jengibre y canela en la infeccion por Giardia en ratas albinas como una
terapia alternativa prometedora a los medicamentos de uso comun antigiardidsica

(Mahmoud y col., 2014).
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Se utiliza la terapia tradicional (metronidazol, tinidazol, furazolidona, entre otros),
asi como, los derivados de 5-nitroimidazoles y bencimidazoles o compuestos hibridos
creados por la combinacion de diferentes farmacos antigiardiales, como se ha mencionado
anteriormente. Sin embargo, es importante advertir que el uso frecuente o sin medicacion
de estos farmacos pueden ser los causantes de que se produzca una resistencia por parte
de los microorganismos, por otra parte; cabe sefialar que la toxicidad de este tipo de
antibidticos es muy alta y no se recomienda su uso indebido o indiscriminado cuando no
hay la certeza de que se tenga la enfermedad. Se requiere la innovacion de medicamentos

que presenten una menor toxicidad.
11 Metabolismo

El primer sitio de absorcion de los alimentos es el duodeno, debido a que es la zona
colindante al estdmago, ademas, recibe enzimas de la bilis del higado y pancreas, se cree
que los trofozoitos de Giardia tienen una predileccion por esta zona debido a que
requieren de una concentracion elevada de nutrientes para su proliferacion y
supervivencia, sobre todo aquellos nutrientes que el protozoo no tiene la capacidad de
sintetizar de nuevo (Das y col., 2002; Hernandez y col., 2007; Yichoy y col., 2011).
Cuando los trofozitos de Giardia carecen completamente de oxigeno pueden metabolizar
la glucosa hasta la alanina o etanol. Por otro lado, en concentraciones de oxigeno sub-
toxicas, sus productos finales son acetato y CO,. El metabolismo energético de G.
duodenalis estad relacionado al metabolismo de aminodcidos como la Arginina, que
constituye su principal fuente de energia, y la Alanina, producto final del metabolismo en

su ambiente natural. A pesar de que Giardia puede producir Alanina desde piruvato, a

45



través de la enzima alanin amino-transferasa, los trofozoitos tienen un sistema de

transporte para captarla (Ringqvist y col., 2008; Humen y col., 2011).

En lo que respecta a las grasas, Giardia necesita de sales y lipidos que se
encuentran en la bilis, como son glicoldesoxicolato, glicolato, fosfatidilcolina y colesterol,
relevantes para su crecimiento en cultivos axénicos y mantenimiento (Humen y col., 2011;
Yichoy y col., 2011). Ademas, existe evidencia que muestra que Giardia tiene la
capacidad de incorporar en menor proporcion acido araquidonico y acido palmitico, al
igual que acidos grasos en forma de fosfolipidos, por medio de las vias de reacilacion y
deacilacion.
Inclusive se ha manifestado un prototipo en como este parasito muestra toda una via desde
que entran los lipidos hasta que se usan por medio de la remodelacion de fosfolipidos
(Humen y col., 2011). Hemos visualizado que G.duodenalis requiere para su desarrollo
de una gran cantidad de nutrientes y metabolitos preformados como acidos grasos,
aminodcidos, carbohidratos, esteroles, pirimidinas y purinas, esto es debido a la ausencia
de citocromos y de las principales rutas metabolicas como la fosforilacion oxidativa y la
de los acidos tricarboxilicos por la carencia de mitocondrias. Ahora bien, se ha reportado
la existencia de mitosomas, unas estructuras que llevarian a cabo una ancestral funcion de
las mitocondrias debido a que se han descubierto proteinas que hacen el transporte de
electrones, ademas, de una enzima tipo piruvato ferrefoxina oxidorreductasa (PFO)
(Townson y col., 1996; Tovar y col., 2003; Dolezal y col., 2005).

En los mitosomas se han encontrado proteinas implicadas en las reacciones 0xido-

reducciéon por medio de los grupos ferro-sulfurados y proteinas involucradas en la
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formacion de estos grupos hierro-azufre, como la PFO que junto con la ferredoxina
acctivan a los derivados de nitroimidazol, los cuales son los antiparasitarios mas utilizados

contra Giardia.
12 Metabolismo de hierro

El hierro es un elemento esencial para nuestras células, juega un papel primordial
en el metabolismo del oxigeno, la absorcion de oxigeno, el transporte de electrones en la
mitocondria, el metabolismo energético, funciéon muscular y la hematopoyesis. Ademas,
este metal es esencial para el funcionamiento y el bienestar fisico, pero el hierro divalente
libre se oxida rapidamente a su hierro trivalente, que cuando éste se encuentre disponible
en su forma libre puede inducir la formacion de radicales libres de oxigeno que puede
ocasionar dafios en el tejido. Por lo tanto, el metabolismo del hierro estd estrictamente
controlado para asegurar que los niveles de hierro libre se mantengan lo mas bajo posible,
para garantizar una adecuada absorcion, transporte y almacenamiento del hierro (Ludwing

y col., 2015).

Desde el organismo mas primitivo hasta el mas complejo necesitan de hierro para
realizar una gran variedad de funciones bioldgicas, como; la sintesis de DNA, Ia
respiracion celular, el transportador de electrones, los procesos de 6xido-reduccion, entre
otras. Por otra parte, estipulan que el metabolismo del hierro debe estar estrictamente
regulado por un mecanismo debido a su alto potencial en los procesos redox, aunado a su

gran capacidad de promover la formacion de compuestos toxicos reactivos los cuales
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causan dafo oxidativo tanto en proteinas como en acidos nucleicos (Shiflett y Johnson,
2010; Jedelsky y col., 2011; Tandara y Salamunic, 2012; Wilkinson y Pantopoulos, 2014).

En los humanos el contenido total de este metal es regulado por medio del proceso
de absorcion intestinal. Se lleva a cabo en la membrana apical de los enterocitos del
duodeno y en el inicio del yeyuno.

El hierro que obtenemos de la dieta se encuentra principalmente como hierro
férrico (Fe*") o como hierro hemo. El hierro férrico ficilmente forma complejos
insolubles, ademas, para su absorcion debe ser reducido previamente a ferroso por una
reductasa que se localiza en la membrana apical del enterocito que tiene el nombre de
Dcytb (citocromo b duodenal). Por otro lado, el Fe** puede ser trasladado hacia el interior
de la célula por el transportador de metales divalentes (DMT1 o Nramp2). El hierro hemo
que obtenemos de la dieta se absorbe directamente mediante un transportador no
identificado, aunque se ha visto la participacion de un transportador de folatos (PCTF)
(Qui y col., 2006; Nakai y col., 2007; Inoue y col., 2008).

La habilidad que tiene el metal para estar en varios estados de oxidacion es una
propiedad que es explotada por los organismos. Su bioquimica estd sometida por dos
estructuras, el grupo hemo, donde el cation reside en el centro de un macrociclo de
porfirina y estd compaginado por cuatro atomos de nitrégeno coplanares y por grupos de
hierro-azufre de varios tipos, que usan azufre aparte de la cisteina para unirse al hierro

(Johnson y col., 2005).

La mayoria de los organismos contienen proteinas de tipo hemo, siendo un

cofactor demasiado versatil donde sus funciones estdn determinadas por las proteinas que
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se unen a ella, ademas, su biosintesis implica tanto a las mitocondrias como a las enzimas
citosolicas (Layer y col., 2010). Pese a que G. duodenalis es un eucarionte, no presenta
mitocondrias, sin embargo, en su lugar tiene mitosomas, organulos residuales de origen
mitocondrial que tienen la habilidad de unir los grupos ferro-sulfurados, aunque no tiene
la capacidad para la biosintesis de las proteinas hemo y la fosforilacion oxidativa (Tovar
y col., 2003; Jedelsky y col., 2011). Para satisfacer su necesidad de energia este parasito
se basa en la fermentacion a nivel sustrato y en las vias de fosforilacion (Jarrol y col.,
1989). No obstante, el parasito de Giardia codifica proteinas hemo (Morrison y col.,
2007), algunas han sido expresadas como proteinas recombinantes, incluyendo cuatro
miembros de la familia del citocromo B5 de funcién desconocida (Cuadro 4) (Alam y col.,
2012; Pyrih y col., 2014; Rafferty y Dayer, 2015) y una flavohemoglobina con actividad

oxido nitrico dioxigenasa (Mastronicola y col., 2010; Rafferty y col., 2010)

Como un parasito, Giardia se basa en su hospedero, y especificamente en los
contenidos del tracto digestivo para muchas de sus funciones celulares. A pesar de su
metabolismo anaerobico, Giardia consume oxigeno molecular mediante el uso de uno o
mas flavoproteinas, las cuales usa electrones proporcionadas por NADH para reducir el
oxigeno a agua (David y col., 1996). Las flavohemoglobinas son eficientes 6xido nitrico
dioxigenasas que catalizan la reaccion de globina unida al Oz con 6xido nitrico para formar
nitrato (Gardner y col., 1998). Ademas, el 6xido nitrico en altos niveles micromolares es
toxico para Giardia, sin embargo, una flavohemoglobina funcional puede ayudar a

protegerlo de los efectos dafiinos de este radical libre (Fernandes y col., 1997).
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Cuadro 4. Hemo proteinas de G. duodenalis

Proteina UniProtKB AC Giardia DB Cromosoma KDa Tamafo
GFIHb E2RTZ4 GL50803 15009 5 52.0 458 aa
gCYTBS5-1 A8B968 GL50803 9089 2 15.1 131 aa
gCYTBS5-1I A8BAF9 GL50803 27747 4 15.3 136 aa
gCYTBS5-III A8BZGS5 GL50803 33870 No asignado 14.4 129 aa
gCYTBS-1V A8BD17 GL50803 2972 4 28.9 258 aa

(Tomado de: Rafferty y Dayer, 2015)
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13 Aspectos moleculares de G. duodenalis

De la misma forma que los otros organismos amitocondriados como E. histolytica
y T. vaginalis, el parasito Giardia debido a su infectividad también es de gran interés.
Pese a que se mantienen inciertas las posiciones evolutivas de estos parasitos protozoarios,
se tienen reportes que los mantienen en una posicion muy cercana en la evolucion
(Vanacova y col., 2003). El primer genoma secuenciado de G. intestinalis proviene del
aislado WB y se publicé en 2007. En ese momento, 200,000 lecturas de ambos extremos
de bibliotecas de plasmidos de insercion pequefia y 2,400 secuencias finales de una
biblioteca de 200 kpb en cromosomas artificiales bacterianos (los vectores BAC) se
generaron y secuenciaron con el método de Sanger. Recientemente, se volvid a secuenciar
el genoma de Giardia el cual tiene un tamafo aproximado de 12 Mbp (Xu y col., 2020) y
no difiere mucho del borrador reportado hace unos anos (Franzén y col., 2013; Jex y col.,
2013). Por otro lado, la forma vegetativa de Giardia no es tan comun debido a que presenta
dos ntcleos del mismo tamafio y son indistinguibles morfolégicamente. Ambos niicleos
presentan la misma cantidad de DNA y son transcripcionalmente activos. Los trofozoitos
parecen ser tetra haploides con el DNA arreglado en cinco cromosomas. El contenido de
G+C es de 42-49% (Vanacova y col., 2003; Prucca y Lujan, 2009).

Ademas, sus regiones intergénicas son muy cortas (a veces menos que 250 pb) y
sus regiones promotoras muy compactas. Por otro lado, existen reportes donde indican
que este pardsito tiene las regiones no traducidas mas cortas (1-6 nt). Aunque dichas
regiones poseen todos los elementos que se requieren para la regulacion tran-scripcional,

como las regiones ricas en A+T. Este pardsito tiene un elemento iniciador de nt
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(ATTAAAA en la posicion -30), con sus variantes (Cuadro 5). En la secuencia rica en A-
T contiene una A en el medio, la cual podria ser el mejor inicio de la transcripcion (Figura
7) (Tolba y col., 2013). Suena interesante conocer como es que este parasito lleva a cabo
la regulacion de sus genes por la secuencia tan limitada de sus regiones promotoras.

Los genes de Giardia presentan una secuencia corta de 6 nt que podria actuar como
sitio de anclaje de los ribosomas para la sintesis de proteinas. Por otra parte, la posible
sefial de poliadenilacion se encuentra 20-30 nt rio debajo de codén de paro (AGTPuAApy)
(Vanacova y col., 2003). Hasta la fecha poco se sabe sobre la regulacion de este parasito

aun cuando se tiene casi completa la secuencia de su genoma.
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Cuadro 5. Variantes de la frecuencia consenso del inicio de transcripcion

ATTTTAAAATG 21

ATTTTAAAAAT 17

AATTTAAAATG 16

AAAATAAAAAT 15

AAAATAAAATG 13

AAATTAAAAAA 13

AAATTAAAAAT 13

AAATTAAAATG 13

AATTTAAAAAT 13

CTTTTAAAAAT 13

AAAATAAAAAG 12

TTTTTAAAATG 12

AATTCAAAAAA 1

ATTTTAAAAAA 1

AATTTAAAAAA 10

ATTTCAAAAAA 10

ATTTTAATTTT 10

doi:10.1371/journal.pone.0076184.t003

(Tomado de: Tolba y col., 2013)



Figura 7. Secuencia consenso conservada para el sitio de iniciacion de la

transcripcion en G. duodenalis (Tomado de: Tolba y col., 2013).
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14 Efecto del hierro en protozoarios

Se tienen estudios que muestran que el hierro es un cation importante para los seres
vivos, ademads, en los protozoarios se relaciona con los mecanismos de patogenicidad;
como los mecanismos de adhesion y citotoxicidad de E. histolytica 'y T. vaginalis donde
en altas concentraciones de hierro se ven aumentados (Lehker y col., 1991; Alvarez-
Sanchez y col., 2001; Park y col., 2001; Herndndez-Gutiérrez y col., 2003; 2004; Lee y
col., 2008). Mediante ensayos de “Northern blot” en E. histolytica empleando parasitos
en condiciones normales y de bajo hierro, se visualizé una regulacion negativa de este
cation de seis diferentes proteinasas de tipo cisteina (Figura 8) (CP1, CP2, CP3, CP4, CP5
y CP6) (Park y col., 2001). Ademas, Lee y col., (2008) reportaron que el hierro es un
factor clave en la adherencia y citotoxicidad de E. histolytica a las monocapas de células
CHO (células de ovario de hamster chino) (Figura 9). Por otro lado, en T. vaginalis, se ha
mostrado que el hierro modula negativamente algunas cistein proteinasas, debido a que
en altas condiciones de hierro en el medio de cultivo se reduce la actividad y expresion de
superficie de estas CPs, asi como también modula positivamente algunas proteinas
(Cuadro 6) (Alvarez-Sanchez y col., 2000; Hernandez-Gutiérrez y col., 2003; Hernandez-
Gutiérrez y col., 2004). Dichos reportes nos mostraron que la carencia de hierro en el
medio de cultivo afecta el crecimiento de los parésitos, sin embargo, en los medios con
una elevada concentracion del cation no afecta su desarrollo (Figura 10).
Interesantemente, en las amibas en altas concentraciones de hierro (285 uM) incrementa
su capacidad adhesiva y citotoxica (Lee y col., 2008). Por otro lado, Cruz-Castafieda y

Olivares-Trejo identificaron una proteina de 45 kDa, Ehhmbp45, que se une a
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hemoglobina como fuente de hierro y encontraron que los niveles de RNAm son regulados
negativamente por hierro (Cruz-Castafieda y Olivares-Trejo, 2008). Nuestro grupo de
trabajo reportd la presencia de estructuras tallo burbuja en las regiones no traducidas del
RNAm de la Ehhmbp45 (Soto-Castro y col., 2017) lo que sugiere un tipo de regulacion
postrancripcional IRE/IRP, el cual describiremos mas adelante. En G. duodenalis, 1a gran
necesidad por hierro se refleja en la anemia causada sobre todo en nifios con giardiasis
(Bartelty col., 2013), donde después del tratamiento con metronidazol se observa aumento
de hemoglobina en la sangre (Cuadro 7) (Olivares y col., 2004; Monajemzadeh y
Monajemzadeh, 2008) por lo que la presencia de Giardia en nifios esta estrechamente
relacionada con malnutricion y se ha considerado un predictor de dicha condicién (Al-
Mekhlafi y col., 2005; Bartelt y col., 2013). A pesar de ello, la modulacion por hierro en

este protozoario ha sido muy poco estudiada.
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Cuadro 6. Proteinas reguladas positivamente en elevadas concentraciones de hierro

(Fe*")

Proteinas

Participacion en:

AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120

Adherencia

Ferredoxina, Succinil CoA sintetasa,
Piruvato Ferredoxin Oxido-Reductasa

(PFO)

Metabolismo de carbohidratos

TVCP4

Cistein proteinasa de tipo legumaina Adherencia
TVLEGU-1
Cistein proteinasa de tipo catepsina L, *ND

Ecto-ATPasas y ecto-fosfatasas

Proteinas de superficie

Triacilglicerol lipasa (TVLip)

Similar a las lipasas del grupo

EC3.1.1.3.

Nucleosido trifosfato sifosfohidrolasa 1

(NTPDasa 1)

Hidrolisis del ATP extracelular a ADP

Ecto-5"-nucleotidasa

Hidrdlisis de AMP

Cistein-proteinasas

Degradacion del componente C3b del

complemento

Algunas proteinasas

Alteraciones de las uniones estrechas;
disminucion de la resistencia

transepitelial

*ND, no determinada

(Tomado de: Arroyo y col., 2015).
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CP1 U CR
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Figura 8. Expresion diferencial de genes de E. histolytica en condiciones de bajo

hierro. (A) Anélisis de Northern blot del cDNA aislado de células de E. histolytica
crecidas en medio con hierro normal (-) y medio con bajo hierro (+). (B) Modulacion de

los seis genes de CP por limitacion de hierro (Park y col., 2001).
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Figura 9. Efecto del hierro en la adherencia y citotoxicidad de E. histolytica a
monocapas de células CHO. Bajo hierro, 21.4 uM de sal férrica. Hierro normal, 71.4

uM de sal férrica. Alto hierro, 285.6 uM de sal férrica (Lee y col., 2008).
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Figura 10. Efecto del hierro en el crecimiento de E. histolytica (Lee y col., 2008).
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Cuadro 7. Valores hematolégicos antes y después del tratamiento de 102 nifios con

giardiasis
Variables Rango Promedio Rango Promedio Rango p valor
normal | antes del Tx | antes del | después del | después
Tx Tx del Tx
Hemoglobina 12-15 11.8+/-1.54 9-13.7 13.2+/-1.92 11-14 <0.0001
(mg/dl)
Hematocrito (%) | 40-45 36.7+/-2.63 32-41 39.6+/-2.80 36-45 <0.0001
Ferritina (ul/1) 12-300 50.08+/-3.22 | 5-80 62.75+/-3.56 | 16-114 <0.0001
Capacidad de | 250-400 | 392+/-16.95 | 258-454 | 342+/-16.60 | 164-360 | <0.0001
fijacion del hierro
(TIBC) (pl/dl)
Hierro en el suero | 20-55 17+/-1.50 14-26.5 | 23+/-1.80 21-34 <0.0001
TIBC (%)
Ancho de | 11.5-14.5 | 14.6+/-2.2 11-17.7 | 11.8+/-1.98 9-13 <0.0001
distribucién

eritrocitaria (%)

(Tomado de: Monajemzadeh y Monajemzadeh, 2008).
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B HOMEOSTASIS DEL HIERRO EN LAS CELULAS

Para todos los organismos vivientes el hierro es un elemento importante. En
soluciones acuosas, el hierro se encuentra en dos estados de oxidacion estables: Fe**
(ferroso) y Fe*" (férrico). Dicha propiedad le confiere ser participe en reacciones que
comprenden gran parte de la bioquimica de la célula, inclusive aquellas que tienen el
control sobre el flujo de electrones por medio de rutas bioenergéticas, el aporte de oxigeno
a los tejidos y la sintesis de DNA. Cuando la célula se encuentra deficiente del cation se
afecta su crecimiento y se lleva a cabo la apoptosis. Por otro lado, la sobrecarga del hierro
libre también es perjudicial para la célula. Dicho efecto toxico se debe a la capacidad del
hierro libre de generar especies reactivas de oxigeno. Debido a que tanto la deficiencia
como el exceso de hierro son dafiinos, su estado redox, concentracion y absorcion deben
estar estrictamente regulados (Pantopoulos, 2004; Pérez y col.,, 2005; Tandara y
Salamunic, 2012; Wilkinson y Pantopoulos, 2014). La regulacion por hierro en
procariontes se da por la proteina represora Fur la cual regula los genes que participan en
la captacion de hierro y la biosintesis de sider6foros (queladores especificos para Fe**) en
repuesta al nivel de hierro en la célula. La secuencia que reconoce Fur es
GATAATGATAATCATTATC conocida como caja Fur (Hantke, 2001). En cambio, el
hierro en células eucariontes se encuentra formando parte de dos compartimientos: uno
funcional y otro de deposito. El transporte de hierro unido a la proteina transportadora
transferrina facilita el intercambio de metal entre ambos compartimientos. El exceso de
hierro se deposita intracelularmente asociado a la proteina almacenadora ferritina (Hentze

y Kuhn, 1996; Ponka y col.,1998; Rouault y Harford, 2000). Por otra parte, transferrina
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se une al receptor de transferrina y este complejo es acidificado y endocitado por una
bomba de protones en el endosoma temprano por lo que se afecta la conformacion del
complejo transferrina/receptor de transferrina para liberar el hierro (Aisen y col., 1980).
Las proteinas que intervienen en la captura, almacenamiento, utilizacion y transporte de
este metal deben ser reguladas coordinadamente (Figura 11). Las sefiales y mecanismos
regulatorios que permiten su secrecion involucran la modulacion de los eventos de la
transcripcion, estabilidad del RNAm, traduccion y modificaciones postraduccionales

(Hentze y col., 2004; Pérez y col., 2005).
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Figura 11. Homeostasis del hierro en células eucariotas. Tf: transferrina, RTf y RT{2:
receptores de transferrina, IRP: proteina reguladora de hierro, DMT]1: transportador de

metales divalentes (Pérez y col., 2005).
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a Hierro en microorganismos patogenos

Esta regulacion tan estricta del hierro en las células de mamiferos representa un
obstaculo para los patdgenos, los cuales de igual manera requieren de este esencial
elemento para su sobrevivencia y virulencia. Por ello estos microorganismos han
desarrollado una serie de mecanismos muy especificos para la captura de hierro a partir
de sus hospederos. También, para poder competir de manera exitosa por el hierro contra
los demas microorganismos del ambiente, se han especializado en desarrollar sistemas de
captura de hierro muy eficaces como son: la produccion de sideréforos, receptores
especificos para proteinas transportadoras de hierro e incluso para evitar un dafio toxico
por el hierro igual han desarrollado mecanismos de regulacion del metabolismo de este

(Wilson y col., 2016).
b Hierro en parasitos protozoarios

Se ha reportado que el hierro es un elemento esencial para el crecimiento, tanto in
vivo como in vitro, de parasitos protozoarios de los géneros: Entamoeba, Leishmania,
Plasmodium, Naegleria, Toxoplasma, Trypanosoma, Tritrichomonas'y Trichomonas. Los
sistemas especificos de los protozoarios para la captura del hierro incluyen receptores que
unen a siderofilinas como la holo-transferrina y holo-lactoferrina. Ademas, aquellos
protozoarios que se localizan intracelularmente también aprovechan el hierro a partir de

los grupos hemos presentes en hemina o hemoglobina.

Algunos protozoarios han desarrollado proteinas de union a hemoglobina,

reductasas y transportadores para hierro ferroso, algunos receptores para siderdforos

65



producidos por otros organismos (xenosider6foros) e incluso obtencion directa del hierro

a partir de la lisis de células hospederas (Wilson y col., 2016).

Esta necesidad de obtencion de hierro se ha visto que debe ser regulada para evitar
la toxicidad por la formacion de radicales libres. Esta regulacion también ha sido
demostrada en parasitos protozoarios anaerobios como E. histolytica'y T. vaginalis. Se ha
observado que en particular en estos protozoarios anaerobios la modulacion de obtencion
de hierro regula muchas de sus moléculas involucradas en su adhesion hacia la célula

blanco, expresion regulada por las concentraciones fluctuantes de hierro.
¢ El hierro en G. duodenalis

Poco se ha estudio sobre el hierro en Giardia. No se sabe si el hierro puede ser
metabolizado por el parasito. Sin embargo, existe evidencia que hace suponer que este
parasito pudiese utilizar el hierro como elemento esencial en sus vias metabolicas y
expresion proteica. La cercania evolutiva con otros protozoarios que usan hierro para su

crecimiento es una de ella.

Por ejemplo, otra evidencia, es la presencia de organelos tipo mitosoma en donde
se ha demostrado que contiene las proteinas cisteina desulfurasa (Isc) que participan en la
formaciéon de grupos hierro-azufre caracteristico de las cadenas de transporte de
electrones. Ademas, estas proteinas Isc tienen homologia en secuencia las proteinas de E.
histolytica 'y T. vaginalis, de quienes se tiene una amplia informacion sobre su regulacion

de hierro (Tachezy y col., 2001; Emelyanov, 2003).
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También se ha demostrado la presencia de proteinas homologas que requieren
estos grupos prostéticos de hierro-azufre, una de ellas es una hidrogenasa dependiente de
hierro que se expresa a nivel de transcrito en cultivos de G. duodenalis, la cual presenta
homologia a la descrita en E. histolytica. Ademas, Giardia contiene proteinas de tipo
ferredoxina y PFO, que son proteinas que requieren de grupos hierro-azufre para su
funcién y cuyos homoélogos en 7. vaginalis se regulan por hierro. Interesantemente, se
identifico en Giardia otra proteina de los mitosomas que se une a un grupo FeS 1abil, una
variable de glutaredoxina que se participa también en la formacién de los grupos hierro-

azufre (Townson y col., 1996; Tovar y col., 2003; Dolezal y col., 2005).

Aunado a estas evidencias, se ha identificado una enzima denominada FDP, cuyo
centro activo contiene dos sitios para atomos de hierro y participa en la reduccion del O
en H>O, por su afinidad especifica en condiciones aerobicas. Ademas, Giardia también
presenta una enzima superdxido reductasa, cuya funcion se sabe es la de reoxidar los

aniones Oz” a Oy y transportar los electrones a grupos de hierro (Mastronicola y col., 2016).

Por otra parte, se ha visto que muchos de los pacientes infectados con giardiasis
presentan niveles bajos de hierro sérico que se ha atribuido principalmente al proceso de
malabsorcion. Sin embargo, podria también deberse a que, dado que el parésito se
encuentra en el sitio de absorcion de este metal, podria estar compitiendo por €l con las
células del hospedero. Ademas, los trofozoitos que estan en el intestino podrian fagocitar
bacterias o células, asi como proteinas que contienen hierro, tales como algunas enzimas

y citocromos que pueden servirles como fuentes de hierro.
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Otro punto importante para recalcar es que el medio de cultivo que se utiliza para
el crecimiento de Giardia contiene citrato férrico y suero bovino con trazas de hierro que

utilizan los trofozoitos para su crecimiento in vitro.

Por todo lo anterior, asi como las analogias con otros microorganismos en general
y parasitos protozoarios en la utilizacion del hierro para su crecimiento y sobrevivencia se
sugiere que G. duodenalis debe de utilizar el hierro para favorecer su crecimiento y

metabolismo.

C EL SISTEMA TIPO IRE/IRP

Entre los mecanismos de regulacion por hierro se encuentra la regulacion
postranscripcional por el sistema IRE/IRP (Iron Responsive Element/Iron Regulatory
Protein), ampliamente estudiado en seres humanos. Las proteinas citoplasmicas
reguladoras de hierro, IRP-1 e IRP-2, se unen a los elementos de respuesta a hierro (IREs),
los cuales son estructuras de tallo-burbuja conservadas que se localizan las regiones no
traducidas (UTR) de los RNAm que codifican proteinas que participan en la captacion o
en la homeostasis del hierro. Los IREs son estructuralmente similares, son estructuras
secundarias que constan de un tallo una burbuja. Los IREs canonicos tienen 31-nt de los
cuales seis forman la burbuja con la secuencia consenso 5'-CAGUGN-3’, el tallo
usualmente es de de cinco bases apareadas, ademads tiene una pequeia asa o protuberancia
asimétrica con una citocina no apareada en la hebra 5" y un tallo adicional de longitud
variable (Hentze y Kuhn, 1996). Un solo IRE localizado en el extremo 5'-UTR del RNAm

de ferritina humana, por ejemplo, es reconocido por la proteina IRP humana y este
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complejo IRE/IRP inhibe su traduccion (Muckenthaler y col., 1998). El segundo tipo de
regulacion ocurre cuando el IRE est4 localizado en el extremo 3"-UTR del RNAm. El
receptor de transferrina, por ejemplo, posee cinco estructuras IREs en esta region y tienen
la funcién de estabilizar el RNAm cuando se une la IRP humana en condiciones de bajo
hierro celular (Hentze y Kuhn, 1996). Es decir, que el almacén de hierro celular es el factor
que regula la unién de las proteinas IRP-1 e IRP-2 por mecanismos distintos (Henderson
y Kuhn, 1995). Cuando los niveles de hierro son altos en la célula eucarionte, un grupo
4Fe-4S de la IRP-1 se ensambla y se inhibe la actividad de union al IRE por lo que se
convierte en aconitasa mitocondrial (Haile, 1992; Haile y col., 1992). Mientras que,
cuando los niveles de hierro celular son bajos, la IRP-1 se une al IRE, por lo que la IRP-
1 actia como una proteina bifuncional que ahora tiene capacidad de union al IRE presente
en el RNAm (Figura 12) (Pantopoulos y col., 1996; Gegout y col., 1999; Brazzalotto y
col., 2002). La IRP-2 posee el 62% de homologia con la IRP-1 pero, a diferencia de ella,
no posee el grupo Fe-S y no tiene actividad de aconitasa mitocondrial. La IRP-2 tiene la
capacidad de unirse con elevada afinidad a secuencias IRE en condiciones de bajo hierro
celular, pero en alto hierro se degrada via proteasoma (Iwai y col., 1995; Hentze y Kuhn,
1996). La IRP-2 contiene una insercion de 73 aminodcidos ricos en prolina y cisteina en
el extremo amino-terminal que se ha involucrado en la deteccion de hierro y en la
degradacion mediada por proteosoma, a esa insercion se le conoce como sensor de hierro

(Guo y col., 1995).
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Figura 12. Sistema de Regulaciéon IRE/IRP. Proteinas involucradas en el

almacenamiento de hierro (Hentze y col., 2004).
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a Proteina Reguladora de Hierro 1

La proteina IRP1 es la proteina mas estudiada y es miembro de la familia de las
aconitasas, tiene una longitud de 889 aminoacidos, con un peso molecular de 98 kDa y
contiene un grupo Fe-S y bajo condiciones normales, la IRP1 se encuentra presente como
aconitasa citosdlica en el tejido (Meyron-Holtz y col., 2004). Esta proteina tiene 4
dominios, el primer dominio abarca del aminodcido 1 al 240, el segundo dominio del 241
al 367, el tercer dominio del 368 al 604, un /ink que ayuda a cambiar la conformacion de
la proteina de aconitasa a IRP o viceversa ubicado en la posicion aminoacidica 605 a 660
y el cuarto dominio en el aminoacido 661 al 889 (Dupuy y col., 2006; Volz, 2008). Se han
identificado 24 aminoacidos que se unen a los IRE’s (Figura 14B) (Butt y col., 1996;
Dupuy y col., 2006; Volz, 2008) en el dominio 1 son H126 y R149, dominio 2 1.262,
R269, N298 y E302, en el dominio 3 S371, K379, T438, N439, N535, R536 y L551 y el
en dominio 4 S681, P682, G684, N685, R688, S708, R713, R728, R780, D781 y W782

(Dupuy y col., 2006).

El IRE (Figura 13 C) se une a la proteina IRP1 a través de la apertura concava,
entrando en contacto con la burbuja y la parte baja del tallo, siendo la parte de la burbuja
(A15 y G16) la que se introduce en la proteina e interacciona con los dominios 2 y 3,
donde los nucledtidos A15, G16 y U17 proveen especificidad y estabilidad al sitio de
unidn. La parte baja del tallo C8 interacciona con el dominio 4 (Dupuy y col., 2006). Por
otra parte, ensayos de mutagénesis y uniéon IRE: IRP1 indican que los residuos de cada
uno de los cuatro dominios estructurales de la IRP1 contribuyen a la unioén con el IRE

(Basilion y col., 1994; Swenson y Walden, 1994; Kaldy y col., 1999).
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Cuando los niveles de hierro son altos, un grupo 4Fe-4S de la IRP-1 se ensambla
y se inhibe la actividad de unidn al IRE por lo que se convierte en aconitasa (Haile y col.,
1992a; Haile y col., 1992b; Rouault, 2006). Cuando los niveles de hierro celular son bajos,
la IRP-1 se une al IRE, por lo que la IRP-1 actia como una proteina bifuncional como se

menciond (Pantopoulos y col., 1996; Gegout y col., 1999; Brazzalotto y col., 2002).

En su estructura terciaria los dominios de la IRP1 tienen el siguiente arreglo 4, 1,
2 y 3 (Figura 13), los cuales sufren cambios moderados en los dominios 1 y 2 teniendo
mayores modificaciones conformacionales los dominios 3 y 4 cuando la proteina cambia
de IRPI1 a aconitasa o viceversa. Para una primera aproximacion, estos cambios pueden
ser descritos como movimientos de cuerpo rigido con relacion al nticleo (Figura 14). Las
interacciones entre los dominios 3 y 4 que estdn presentes en la actividad aconitasa se
eliminan cuando el dominio 4 rota 32° y se traslada ~14 A quedando libres estas

superficies para la interaccion con los sitios de union al ARN (Dupuy y col., 2006).
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Figura 13. Estructura lineal de la proteina IRP1 y representacion del IRE. A.
Representacion lineal por dominios de la proteina IRP. B. Secuencia en aminoécidos de
la IRP1 y aminoécidos de unién al IRE. Amarillo: Dominio 1. Verde: Dominio 2. Azul:
Dominio 3. Gris: Link. Rojo: Dominio 4. En blanco los aminoécidos que interaccionan
con el RNA. C. Resumen esquematico de las interacciones RNA-proteina (Dupuy y col.,

2006).
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Figura 14. Aconitasa/Proteina Reguladora de Hierro. Diferencias en la posicion del
dominio entre aconitasa (izquierda) y la IRP: Complejo ARN-Proteina (derecha) (Dupuy

y col., 2006).
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b Proteina Reguladora de Hierro 2

La IRP-2 posee un sensor de hierro (solo presenta 62% de homologia con la IRP-
1) no posee el grupo Fe-S y no tiene actividad de aconitasa. La IRP-2 tiene la capacidad
de unirse con elevada afinidad a secuencias IRE en condiciones de bajo hierro, pero en
alto hierro se degrada via proteosoma (Iwai y col., 1995; Hentze y Kuhn, 1996;

Muckenthaler y col., 1998; Hentze y col., 2004).

La IRP-2 tiene un peso molecular de 98 kDa y esta conformada por cuatro
dominios (Figura 15), dentro del primer dominio contiene una insercion de 73
aminodcidos ricos en prolina y cisteina en el extremo amino-terminal que se ha
involucrado en la deteccion de hierro y en la degradacion mediada por proteosoma (Guo

y col., 1995; Butt y col., 1996; Leipuvienea y Theil, 2007).

Los aminodcidos de unioén al RNA en la IRP2 son K611, R616, R774 y R855, ademas en
ensayos de afinidad se ha comprobado que la sustitucion por residuos de glutamina en una

posicion no afecta la afinidad sobre los IREs (Butt y col., 1996).
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Figura 15. Proteina Reguladora de Hierro 2. A. Comparacion de las proteinas IRP1 vs
IRP2 (Iwai y col., 1995). B. Secuencia de aminodcidos y dominios de la proteina IRP2.
Dominio 1: Amarillo, en rosa se encuentra representado el inserto de 73 aminoacidos que
sirve como sefial para la degradacion via proteosoma 'y I cisteinas de oxidacion. Dominio
2: Verde. Dominio 3. Azul. l y l aminoacido de enlace al IRE. Link: Gris. Dominio 4:

Rojo. l aminoacidos de enlace al IRE (Butt y col., 1996)
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¢ Proteinas Reguladoras de Hierro en protozoarios

Se ha encontrado tanto en P. falciparum como en T. vaginalis, que ademas de
poseer IRE’s en su RNAm, cuentan con proteinas tipo IRP (Burrola-Barraza, 2001;
Loyevsky y col., 2003; Calla-Choque y col., 2014). En T. vaginalis se logro sugerir la
existencia de dicha proteina mediante Western blot, donde se obtuvieron bandas de
aproximadamente 130y 135 kDa al interaccionar las membranas con los anticuerpos anti-
IRP-1 de humano (Figura 16). La proteina tipo IRP de P. falciparum presenta homologia
a la IRP de humano y tiene la capacidad de unirse a las estructuras tipo IRE del parasito
(Loyevsky y col., 2003). En T. vaginalis, no hay homologia de una IRP en su genoma por
lo que mediante bioinformatica no fue posible identificarla, asi que de manera
experimental se propone a una alfa-actinina 3 y a una proteina de choque térmico (HSP70)
con funcidn de unién al RNAm (Figura 17) de acuerdo a los ensayos realizados donde se
purifico la proteina que interaccion6 con los IREs identificados en los transcritos tvep4 'y
tvepl2 (Solano-Gonzalez y col., 2007; Calla-Choque y col., 2014; Figueroa-Angulo y col.,
2015; Ledn-Sicairos y col., 2023).

En cuanto a G. duodenalis, nuestro grupo de trabajo realizdé comparaciones entre
las secuencias IRP (humano y P. falciparum) y las secuencias de Giardia
(GL50803 12174, GL50803 17385, debido a que estas presentaron mayor porcentaje de
similitud al utilizar como sonda la secuencia de la proteina reguladora de hierro de P.
falciparum parésito protozoario evolutivamente cercano a Giardia (Plata-Guzman, 2015).
Al realizar dichas comparaciones observamos al menos cuatro candidatos a IRP-like en

Giardia (GL50803 14790 proteina hipotética, GL50803 11099 proteina 21.1,
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GL50803 17385 proteina hipotética y GL50803 9327 NEK cinasa); de ellas, la que
mostré mayor homologia es la secuencia GL50803 17385 debido a que presenta mas
sitios conservados con las proteinas reguladoras de hierro de humano y P. falciparum

(Figura 18), sin embargo, la homologia es baja (Plata-Guzman, 2015).
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Figura 16. Proteinas tipo IRP en el citoplasma de 7. Vaginalis. Ensayos de Western
blot utilizando parésitos crecidos en condiciones bajas (carriles 3, 6 y 9), normales

(carriles 1,4y 7) y altas (2, 5 y 8) de hierro (Burrola-Barraza, 2001).
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Figura 17. Identificacién de proteinas de union a RNA de 7. vaginalis. Mediante
ensayos de entrecruzamiento usando diferentes IREs como sondas y extractos
citoplasmicos crecidos bajo condiciones restringidas de hierro. En el carril 1 y 4 se tienen
las sondas libres de los RNAm del IRE-fer y IRE-like tvcp4 respectivamente y en los
carriles 2 y 4 son las interacciones de los extractos citoplasmicos con los IREs. Las flechas
indican la posicion de las bandas de 135, 110, 70 y 45 kDa de los complejos RNA-proteina

(Figueroa-Angulo y col., 2015).
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Figura 18. Alineamiento multiple en ClustalW entre la proteina reguladora de hierro
de humano, proteina reguladora de hierro de P. falciparum y la secuencia IRP-like
GL50803 17385 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco azul los
aminoacidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoéacidos fuertemente
conservados y en un punto color azul los aminoacidos débilmente conservados (Plata-

Guzman, 2015).
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D RNAm CON ESTRUCTURAS IREs

Otros RNAm eucariontes que contienen IREs en su 3’-UTR son: DMTI1
(transportador de metales), CDC14A (que participa en la division celular) y MRCKa
(cinasa de union a Cdc42) los cuales no han sido bien estudiados (Leipuviene y Theil,
2007), sin embargo, se encuentra relacion estrecha entre algunos polimorfismos de estos
genes con enfermedades importantes como anemia, cancer, diabetes, enfermedades
infecciosas y deficiencias del sistema inmune en seres humanos (Good y col., 1988;
Leipuviene y Theil, 2007; Malquori y col., 2008). Algunos RNAm de eucariontes
primitivos que contienen estructuras tallo burbuja en sus UTR son: tvepl2 (cisteina
proteinasa del parasito protozoario 7. vaginalis) (Ledn-Sicairos y col., 2004; Ledn-
Sicairos y col., 2023) y en algunos que codifican para proteinas hipotéticas del parasito
protozoario P. falciparum (Loyevsky y col., 2003; Militello y col., 2004). En cuanto a los
RNAm que contienen IREs en su 5°-UTR se encuentran ACO2/acon (aconitasa
mitocondrial), ferroportina, Subunidad [ de la enzima succinato deshidrogenasa,
ALAS2/ALASE/ASB (5 -aminolevulinico acido sintetasa) y EPAS1/HIF-1a (dominio
endotelial PAS, inducible en hipoxia) (Leipuviene y Theil, 2007). En eucariontes
primitivos, tvep4 (cisteina proteinasa 4 de 7. vaginalis) (Solano-Gonzélez y col., 2007),
como se muestra en la Figura 19. Todos estos RNAm mencionados codifican proteinas
que participan en el metabolismo del hierro (los de eucariontes superiores) o en la

virulencia (los de eucariontes primitivos).
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MRCK y Cdcl4A son genes de humano y SD es gen de Drosophila melanogaster.

Tomado de Piccinelli y Tore, 2007.
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IV JUSTIFICACION

A pesar de que el hierro es un elemento esencial para el crecimiento poblacional
de la mayoria de los protozoarios; ademads, regula la expresion diferencial de los genes
involucrados en la virulencia y mecanismos de patogenicidad como la citoadherencia y
citotoxicidad, en G. duodenalis poco se sabe del efecto del hierro en dichos mecanismos.
El estudio del efecto del hierro en los mecanismos de patogenicidad ayudara a entender la
biologia del parasito y puede contribuir al estudio de nuevos métodos de diagndstico y

alternativas de tratamiento contra una de las infecciones mas frecuentes a nivel mundial.
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V HIPOTESIS

El hierro afecta el crecimiento poblacional del parasito, asi como la virulencia y expresion
de genes de G. duodenalis debido a la presencia de estructuras tallo burbuja en las regiones

no traducidas de sus RNAm.

86



VI OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del hierro en la patogenicidad de G. duodenalis y la presencia de

estructuras tallo burbuja en sus RNAm.

B OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto del hierro sobre el crecimiento poblacional de G. duodenalis

2. Estudiar el efecto del hierro en los mecanismos de patogenicidad.

3. Identificar RNAm expresados diferencialmente por hierro en los trofozoitos de G.
duodenalis.

4. Determinar la presencia de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis.
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VII MATERIALES Y METODOS
A MATERIALES
1 Cultivos de G. duodenalis

Se utiliz6 el aislado WB de G. duodenalis donado por la Dra. Guadalupe Ortega
Pierres del departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN y Dr.
Héctor Samuel Lopez Moreno de nuestra Facultad. Los trofozoitos fueron cultivados en
medio TYI-S-33 enriquecido con suero fetal bovino al 10%, bilis 1 g/L, pH de 7.0, 50
ng/mL de gentamicina. Al medio de cultivo se le afiadio citrato de amonio férrico (sigma)
a una concentracion de 200, 300 y 500 uM para obtener las condiciones de alto hierro, y
resina quelex para las condiciones de bajo hierro (7.7 uM) previo al indculo de los
parasitos crecidos en condiciones normales. Las giardias fueron cosechadas en tubos
falcom de 15 mL con medio nuevo por enfriamiento a 4°C, se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 min (Bagchi, 2012), posteriormente se decant6 el sobrenadante, luego la pastilla
se resuspendid en 1.5 mL de suero fetal bovino; se homogenizo y se resuspendio en 13.5
mL de medio nuevo, finalmente se incub6 a 37 °C por 24 h (Tasca y col., 2005). El cultivo
se observo periddicamente en un microscopio invertido (Leica) para verificar su
crecimiento y descartar contaminacion, al llegar a su fase logaritmica los trofozoitos
fueron decantados en tubos falcom de 15 mL, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min
a 4°C posteriormente se decanto el sobrenadante, luego la pastilla se procesé de acuerdo
a los ensayos necesarios o se resuspendieron en 90% de suero fetal bovino y 10% de

DMSO para su almacenamiento a -70 °C y uso posterior (Bagchi, 2012).
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B METODOS
1 Efecto del hierro en los mecanismos de patogenicidad
a Cinética para medicion del crecimiento de G. duodenalis en diferentes

concentraciones de hierro

La medicién del crecimiento de los trofozoitos de G. duodenalis se realizd
partiendo del medio de cultivo TYI-S-33 en condiciones normales de hierro (100 uM) el
cual fue descrito anteriormente. Para obtener condiciones de alto hierro en el medio, a éste
se le adiciono citrato de amonio férrico a una concentracion de 200, 300 y 500 uM y para
las condiciones de bajo hierro (7.7 pM) se afiadieron 1.25 g de resina quelex dejandose en
agitacion en un ambiente frio (4 °C) durante 16 h. Ademas, se utiliz6 medio de cultivo
TYI-S-33 sin citrato férrico de amonio ni suero fetal bovino como un control sin fuente
alguna de hierro. Para la cinética de crecimiento se inocularon 5 x 10° trofozoitos crecidos
en las diferentes condiciones de hierro y se incubaron a 37 °C para obtener los tiempos
to=0, t1=24, =48, t3=72, t4=96, ts=120, t=144 y t;= 168 h,, transcurrido el tiempo, los
cultivos con las diferentes condiciones de hierro, se centrifugaron en tubos falcom de 15
mL a 1500 rpm, 4 °C durante 5 min, a la pastilla se le realiz6 un lavado con PBS 1X, se
homogenizd y se colocaron 10 pL en la cdmara de Neubauer para realizar el conteo de los
trofozoitos del parésito. Después, se prepard una dilucion 1:10 con azul de tripano y se
afiadieron 10 pL en una camara de Neubauer para verificar la viabilidad de los trofozoitos.
Finalmente, el conteo, viabilidad y morfologia del parasito se determinaron y se
observaron en un microscopio invertido (Leica). Los experimentos se realizaron por

triplicado.
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b Cultivos Celulares

Los experimentos se realizaron con lineas celulares (HT-29). Se crecieron con
medio de Eagle Modificado por Dulbeco (DMEM) suplementado con 5% de suero fetal
bovino y antibidtico (penicilina-estreptomicina-glutamina) en condiciones de 5% de CO»
y 37 °C para la tripsinizacion y conteo celular. Las células en 90% de confluencia se
lavaron dos veces con una solucion salina de PBS pH 7.0 y posteriormente se les agregd
1.5 ml de tripsina-EDTA (Gibco) y se incubaron a 37 °C de 5-10 min para propiciar la
separacion celular del frasco de cultivo. Después, se transfiri6 la tripsina con las células a
tubos eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd a 2500 rpm durante 6 min a 4 °C, pasado el
tiempo se observo la formacion del sedimento celular en el tubo, se le retird la tripsina y
se agregd 1 ml de DMEM. Para contar las células se tomaron 20 pl de las células con
medio DMEM vy se realizé una dilucién 1:2 con azul de tripano. Finalmente se contaron
las células con la ayuda de una camara de Neubauer. Se utilizaron aproximadamente 2,000
células/pozo de microplaca de ensayo. Los experimentos se realizaron por triplicado.

¢ Ensayo de Adhesion

Las monocapas confluentes de células epiteliales fueron lavadas dos veces con
PBS estéril antes de la interaccion con los parésitos. Los cultivos de trofozoitos de Giardia
en las diferentes condiciones de hierro se procesaron para obtener una suspension final en
medio DMEM sin suero fetal bovino en donde se realizé el conteo en cdmara de Neubauer.
Se realizaron diferentes pruebas con diluciones de parésitos las cuales se co-incubaron
con las células en cultivo por 3 h a 37 °C en 5% de CO:. Posteriormente, se removieron

los parasitos no unidos de las placas con breves lavados con medio DMEM sin suero fetal
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bovino. Los parasitos unidos fueron recuperados por incubacion con medio DMEM sin
suero fetal bovino frio por 10 min a 4 °C y se recontabilizaron en una camara de Neubauer.

Todos los ensayos se realizaran por triplicado.

d Ensayo de Citotoxicidad

Las monocapas confluentes de células epiteliales fueron lavadas dos veces con
PBS estéril antes de la interaccion con los parasitos. Se utilizaron los extractos de los
parésitos crecidos en las diferentes concentraciones de hierro. Para ello, las diferentes
concentraciones de extractos diluidas en medio DMEM sin suero fetal bovino se co-
incubaron con las células en cultivo por 3 h a 37 °C en 5% de CO2. Posteriormente se
tomaron alicuotas de los sobrenadantes en los cuales se realizo la determinacion
enzimatica de proteinas intracelulares por kit comerciales siguiendo las instrucciones del

fabricante.

2 Identificacion de RNAm expresados diferencialmente por Fe
a Extraccién de Acidos Nucleicos

Con la ayuda del reactivo TRIzol® (INVITROGEN) (la cual es una técnica de
extraccion de RNA un solo paso), se realizd la extraccion primeramente de los acidos
nucleicos de los trofozoitos de G. duodenalis, cultivadas bajo las diferentes condiciones
de hierro (alto, bajo y norma). Por cada 10 x 10° millones de trofozoitos se agrego 1 ml
de TRIzol® a las muestras, luego, se incubaron durante 5 minutos en hielo y se les adiciono

200 pl de cloroformo, después se agitaron por inversion durante 30 segundos y luego se
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incubaron 10 minutos a temperatura ambiente; de nuevo se centrifugaron a 12,000 rpm a
4°C durante 20 minutos. Después se transfirio la fase acuosa a otro tubo y se adicionaron
200 pl de cloroformo. Luego se incubaron de nuevo las muestras y se centrifugaron en las
condiciones anteriores (12,000 rpm, 4°C, 20 minutos). Posteriormente se transfirid la fase
acuosa a otro tubo y se adicionaron 0.5 ml de isopropanol frio para precipitar el RNA por
48 horas a -20°C. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 11,000 rpm por 10
minutos a 4°C y se transfirid el sobrenadante a otro tubo. Se realizaron dos lavados a la
pastilla con 1 ml de etanol al 70% , centrifugando cada vez a 10,000 rpm durante 5 minutos
a4° C. Posteriormente la pastilla se seco a temperatura ambiente y se resuspendid en 50ul
de agua inyectable.

b Cuantificacion e Integridad de Acidos Nucleicos

Las muestras que se obtuvieron de la extraccion con Trizol se diluyeron (1:500)
en agua inyectable y se cuantificaron en un espectrofotometro.
La integridad del RNA se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa corrido a 80
Volts por 45 minutos. Finalmente, las muestras se almacenaron a -70°C para su uso
posterior.

¢ Remocion de DNA contaminante del RNA obtenido

Para este ensayo se utilizo el kit masterpure™ RNA purification (EPICENTRE)
siguiendo las especificaciones de la casa comercial. A cada muestra se le agregaron 0.5 pl
de enzima DNasa y 19.5 ul de “1XDNase Buffer”. Después, las muestras se incubaron a
37°C durante 40 minutos. Posteriormente, a cada muestra se le agregaron 20 pl de 2XT y

solucion de lisis “CLysis solution” y se mezclaron con agitacion manual, posteriormente
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se agregaron 20 pl de “MPC Protein Precipitation Reagent”; y se mezclaron de nuevo
manualmente por diez segundos para colocarse en hielo durante 5 minutos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 10,000 xg a 4°C hasta
formar el pellet o pastilla. Después, se transfirié el sobrenadante de RNA a un tubo limpio
para microcentrifuga y se descart6 el pellet. Luego, se precipitdé el RNA agregando 50 pl
de isopropanol al sobrenadante y dejando en reposo a 4°C por 24 horas. Transcurrido este
tiempo, las muestras se centrifugaron a 4°C a 2,500 rpm durante 10 minutos y se decantd
el isopropanol cuidadosamente sin disolver el pellet de RNA. Posteriormente, las muestras
se lavaron dos veces con 50 pl de etanol al 70% centrifugando cada vez 5 minutos a 4°C
a 2,500 rpm cuidadosamente. Finalmente, la pastilla se seco a temperatura ambiente y las
muestras se resuspendieron en 10 pl de agua inyectable o libre de RN Asas.

d Disefio de Oligonucledtidos

Para la amplificacion por PCR, se disefiaron oligonucleo6tidos especificos internos
(Oligo 7.2 Software) para: Actina, Citocromo B, Glucosamina-6-phosphato deaminasa y
Subtilisina (Cuadro 8). Las secuencias se obtuvieron de la base de datos del genoma de

Giardia (www.giardiadb.org). Como control positivo y de cantidad para la amplificacion

por PCR, se utilizaron los oligonucledtidos de f-Tubulina (Sentido: 5’
AGATCGTCCACATCCAGGCA 3’ y Antisentido: 5

CTTCGGGGACGGGACGACGG 3°.
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Cuadro 8. Oligonucleodtidos disefiados para ensayos de RT-PCR.

Oligonucleotido Secuencia?

Actina Sentido GGGGTCAGTTAAATACGG
Actina Antisentido AGATGGGGGGAGAGAAGA
Citocromo B Sentido CAGCCCGCCCGTAAGATT
Citocromo B Antisentido CTCCTCTGATTTGTTCTT
Glucosamine-6-phosphate deaminase Sentido GAGAAAAGATTTGCCAGA
Glucosamine-6-phosphate deaminase Antisentido CTCTTTTATATCACGCAC
Subtilisina Sentido AGCAAGGTCAATATAAAG
Subtilisina Antisentido CCTCACACTTGCTCTCAC

Los oligonucledtidos fueron disefiados con el programa Oligo 7.2 y se realiz6 BLAST en

NCBI para descartar match con otros genes de G. duodenalis.
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3. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis

Para obtener las secuencias que codifican proteinas de virulencia, ribosomales, del
citoesqueleto y metabdlicas, utilizamos la base de datos del genoma de G. duodenalis
(Aurrecoechea y col., 2009; Xu y col., 2020). Los extremos de las secuencias se
delimitaron de acuerdo con los reportes en la literatura. La region 5’ UTR se delimit6 de
acuerdo a lo reportado por Knodler y Elmendorf (Knodler y col.,1999; Elmendorf'y col.,
2000). Estos autores proponen regiones ricas en A/T como iniciador de la transcripcion.
Una A en medio de la secuencia rica en A/T podria ser el mejor sitio de inicio de la
transcripcion (Tolba y col., 2013). En la regién 3" UTR se buscd la sefial de consenso
polyA AGTPuAA (Peattic y col., 1989), que esta ligeramente degenerada en las
posiciones 1, 2 y 3, asi como la sefial ATGGAA ubicada entre 9 y 13 pb rio arriba de
donde se lleva a cabo la poliadenilacion (Que y col., 1996). Ademas, de los motivos
reportados como sefial de poliadenilacion (AGUGAA, GUGAAC, de las cuales
AGUGAA es el motivo mas comun identificado en G. duodenlis), se buscaron de acuerdo
con lo reportado por Franzen (2013). Una vez delimitadas las secuencias, las estructuras

secundarias fueron analizadas por el programa Zuker mfold (Zuker, 2003).
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VIII RESULTADOS Y DISCUSION

A El hierro afecta el crecimiento de G. duodenalis

Al ser el hierro un elemento esencial para los seres vivos, su estudio es de gran importancia
también para los patogenos, incluyendo los protozoarios. Algunos de ellos han
desarrollado proteinas de union a la hemoglobina, reductasas y transportadores, e incluso,
los protozoos son capaces de obtener hierro de la lisis directa de las células huésped. Esta
captura de hierro esta regulada para evitar la toxicidad por la formacion de radicales libres.
Por ejemplo, los protozoos E. histolytica 'y T. vaginalis; regulan muchas de las moléculas
involucradas en la adhesion a la célula huésped, expresion de factores de virulencia,
moléculas involucradas en su crecimiento y metabolismo dependiendo de las condiciones
del hierro (Alvarez—Sénchez y col., 2000; Park y col., 2001; Hernandez-Gutiérrez y col.,
2003, 2004; Lee y col., 2008; Soto-Castro y col., 2019). Para evaluar el efecto del hierro
sobre el crecimiento de G. duodenalis, se realizo una cinética de crecimiento a diferentes
concentraciones de hierro en el cultivo (0, 7.7 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM y 500 uM)
hasta 120 h a 37 ° C, el conteo, la viabilidad y la morfologia del parésito se observaron en
un microscopio invertido (Leica). Después de 24 h (t1), el nimero de parésitos fue de 7.6
x 108 trofozoitos en bajo hierro (7,7 uM), 8.2 x 10° trofozoitos en medio normal (100 pM)
7.2x 105 7.1 x 10°y 7.2 x 10° trofozoitos en concentraciones de hierro de 200 uM , 300
uM y 500 uM y 7.5 x 10* trofozoitos en el control sin hierro (Figura 20). Cuando se
extendio el tiempo de incubacion (t2 =48 h), el nimero de parasitos aumento, observando
un mayor crecimiento de parasitos en condiciones bajas de hierro que en condiciones altas

de hierro. El nimero de parasitos alcanzd su valor maximo después de 72 h de cultivo:
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16.6 x 10° trofozoitos en bajo hierro (7,7 uM), 22.1 x 10° trofozoitos en medio normal
(100 uM), 15.9 x 108, 19.5 x 10 y 17.2 x 10° trofozoitos en concentraciones de hierro de
200 pM, 300 uM y 500 uM. Sin embargo, después de 96 y 120 h el numero de parasitos
disminuy¢ en todas las condiciones de hierro, lo que podria sugerir que el parasito es capaz
de adaptarse a diferentes condiciones de este metal. Por lo tanto, en ausencia de este
cation se observo una drastica disminucion en el crecimiento del parasito en el rango de
7.7 uM a 100 uM, sugiriendo que el hierro es un elemento importante para el crecimiento
de los trofozoitos de G. duodenalis. Sin embargo, el parasito puede adaptarse a las

diferentes concentraciones de este metal, en un rango de 7.7 uM a 500 pM.
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Figura 20. Efecto del hierro sobre el crecimiento poblacional de G. duodenalis. Para
la cinética de crecimiento de G. duodenalis se inocularon 5 x 10° trofozoitos en diferentes
condiciones de hierro: 7.7 uM (en color morado, Bajo), 100 uM (en color blanco, Normal),
200 uM (en color amarillo, Alto), 300 uM (en color verde, Alto), 500 uM (en color rojo,
Alto) y como control (en color negro), sin hierro suplementado. Los trofozoitos se
incubaron a 37 °C durante los tiempos t1=0, t2=24, t3=48, t4=72, t5=96, t6=120, t7=144

y t8=168.
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B Efecto del hierro en la adhesion y citotoxicidad de G. duodenalis a células HT-29
La adhesion de los trofozoitos de G. duodenalis a las células epiteliales intestinales
permite la aparicion y el mantenimiento de la giardiasis. Durante estas interacciones, las
células epiteliales pueden comprometerse a la apoptosis por enzimas secretadas por los
parasitos, incluidas las cistein proteasas que se identifican cada vez mas como factores de
virulencia en los pardasitos protozoarios (Ortega-Pierres y col., 2019). Ademas, los
trofozoitos de Giardia se adhieren fuertemente a las células epiteliales intestinales a través
de un disco adhesivo ventral, causando un dafo significativo, asi como la interrupcion de
las células gastroepiteliales en ausencia de la invasion celular, secrecion de toxinas e
inflamacion (Emery y col., 2016). Se ha reportado que la actividad de algunas proteinas
secretadas por Giardia juegan un papel importante en la adhesion (Jenkins y col., 2009;
Hernandez-Séanchez y col., 2008; Rodriguez-Fuentes y col., 2006). Para evaluar el efecto
del hierro en la adhesion de G. duodenalis, se realizaron interacciones de trofozoitos del
parasito crecidos en medios de cultivo en diferentes concentraciones de hierro con células
intestinales HT-29 (Figura 21). Primeramente, los trofozoitos de Giardia se cosecharon a
diferentes concentraciones de hierro (Bajo= 7.7 uM, Normal= 100 uM y Alto= 300 uM).
Posteriormente, los parasitos se incubaron con las células intestinales a diferentes tiempos
(t1=0 h, t2= 3 h, t3= 6 h, t4= 12 h, t5= 24 h y t6= 48 h). La cinética se realizé en una
relacion de 1:4 (células HT-29: Giardias). Después de 3 h (t2) se observo una adhesion de
17.21% en los trofozoitos crecidos en bajo hierro, 14.43 % en los parasitos crecidos en
medio normal y 14.96 % en los crecidos en alto hierro. Posteriormente, a las 6 h de

interaccion se siguié observando un poco mas adhesion en los parasitos crecidos en
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condiciones bajas de hierro, sin embargo, fue hasta las 12 h (t4) que se visualizé mayor
adhesion en los parasitos crecidos en alto hierro. Después de 24 h (t5) se obtuvo una
adhesion de 16.02 % en los trofozoitos crecidos en bajo hierro, 24.29 % en los parasitos
crecidos en medio normal y 27.05 % en los crecidos en alto hierro. Finalmente, a las 48 h
se observo una disminucion en la adhesion del parasito a las células HT-29, sin embargo,
se obtuvo un mayor porcentaje en las condiciones de alto hierro. Los resultados obtenidos
muestran mayor adhesion de las Giardias crecidas en alto hierro con las células
intestinales. Estos hallazgos muestran un comportamiento similar con la cinética de
crecimiento del parasito mostrada en la Figura 20. Estos resultados coinciden con lo
reportado en E. histolityca, donde se realiz6 una cinética similar a la mostrada en este
trabajo (Lee y col., 2008). Ademas, nuestro grupo de laboratorio identificé6 homologos de
adhesinas en el genoma de G. duodenalis: Enzima malica GL50803 14285, PFO
GL50803 17063 GL50803 114609 y precursores de catepsina B GL50803 14019
GL50803 16160 GL50803 16779 GL50803 10217 GL50803 16468 GL50803 15564
GL50803 17516. Algunos homodlogos son proteinas de metabolismo, lo cual podria
sugerir que son bifuncionales como en el caso de AP65 y AP120 en 7. vaginalis. Los
precursores de catepsina B podrian facilitar la adhesion al degradar mucina en el intestino
y proteger al parasito de inmunoglobulinas de forma similar a E. histolytica (Leon- Beltran
y col., 2023).

Durante la interaccion del trofozoito con las células epiteliales intervienen diversas

moléculas de superficie del parasito; como las giardinas (alfa, beta, delta y gamma), asi
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como una compleja red de proteinas contractiles que desempefian un papel clave en la
adhesion del trofozoito (Cotton y col., 2011).

Otro mecanismo de patogenicidad es la citotoxicidad, la estrecha unién entre los
trofozoitos de Giardia y las células epiteliales intestinales desencadena una serie de
eventos que culminan en la produccion de diarrea. Hasta la fecha, se cree que estas etapas
fisiopatologicas implican mayores tasas de apoptosis de enterocitos, disfuncién de la
barrera del intestino delgado, activacion de linfocitos del huésped, acortamiento de las
microvellosidades del borde en cepillo con o sin atrofia vellosa concomitante, deficiencias
de disacaridasas, malabsorcion intestinal, hipersecrecion anidnica y aumento de la
velocidad del transito intestinal (Cotton y col., 2011). Por lo tanto, realizamos un ensayo
para evaluar el dafio citotoxico donde se interactuaron células HT-29 con trofozoitos de
Giardia crecidos a diferentes condiciones hierro (Bajo=7.7 uM, Normal= 100 uM y Alto=
300 uM) durante 6 horas de incubaciéon a 37 ° C, 5 % de CO; (Figura 22), observandose
un mayor dafio al monocapa celular ocasionada por los trofozoitos crecidos en altas
condiciones de hierro. Por lo tanto, este ensayo nos sugiere que el hierro es un elemento
clave para la citotoxicidad a células intestinales, ademés del crecimiento y adehrencia por

lo tanto es esencial para la virulencia del parasito.
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Figura 21 Efecto del hierro en la adhesion de Giardia a células HT-29. a) Para la
cinética de adhesion se inocularon 2.4 x 10° trofozoitos crecidos en diferentes condiciones
de hierro: 7.7 uM (en color naranja, Bajo), 100 uM (en color gris, Normal), 300 uM (en
color rojo, Alto) y como control (en color negro, sin hierro suplementado). Los trofozoitos
se incubaron a 37 °C, 5 % CO» durante los tiempos t1=0, t2=3, t3=6, t4=12, t5=24, t6=48.
b) Grafico para representar los ensayos de otra manera. El ensayo de adhesion se inicio
mediante la interaccion de 2.4 x 10° trofozoitos en diferentes condiciones de hierro: 7.7
UM (O en color naranja; Bajo), 100 uM (A en color azul; Normal), 300 uM (o en color
amarillo, Alto) y como control (en color azul, monocapa celular HT-29), se incubaron a
37 °Cy 5 % de CO; durante los tiempos t1=0, t2=3, t3=6, t4=12, t5=24 y t6=48 h. Los

ensayos se realizaron por triplicado.
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Control Bajo Normal Alto

Figura 22. Efecto del hierro en la citotoxicidad de Giardia a células HT-29. La interaccion se inicié con 1.2x10° trofozoitos
de G. duodenalis crecidos en diferentes condiciones de hierro (Bajo= 7.7 uM, Normal= 100 uM y Alto= 300 uM) durante 6

horas de incubacién a 37 ° C, 5 % de COs..
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C La expresion de los RNAm de Actina, Citocromo b5, Glucosamina 6 fosfato
desaminasa y Subtilisina son moduladas diferencialmente por hierro

Para investigar si el hierro afecta la expresion de los genes de virulencia de G.
duodenalis como se ha reportado en E. histolytica y T. vaginalis (Park y col., 2001;
Solano-Gonzalez y col., 2007; Lee y col., 2008; Torres-Romero y Arroyo, 2009; Soto-
Castro y col., 2019), se realizaron ensayos semicuantitativos de RT-PCR utilizando
oligonucleotidos especificos para los genes de Actina, Citocromo b5 y Glucosamina 6
fosfato desaminasa y RNA de cultivos de parasitos crecidos en las diferentes condiciones
de hierro. Es importante mencionar primero porqué se estudio la expresion de dichos
genes. Actina es necesaria para conservar las funciones celulares y participa en el control
de la morfologia celular de Giardia (Paredez y col., 2014). Ademas, participa en el
proceso de crecimiento y enquistamiento de este parasito (Castillo-Romero y col., 2009).
Por otro lado, el parasito protista Giardia carece de mitocondrias, confiando en vias de
fosforilacion y fermentacion a nivel de sustrato para satisfacer su necesidad de energia, y
en su huésped de biomoléculas complejas (Jarroll y col., 1989), sin mitocondrias Giardia
carece de un centro de produccién y demanda de hemo, sin embargo, posee genes que
codifican proteinas de hemo (Morrison y col., 2007). Por lo tanto, se analizé la expresion
de hierro del Citocromo b5 porque es una proteina hemo con un papel importante en el
metabolismo del hierro en el parasito G. duodenalis (Rafferty y col., 2015). Por otra parte,
la Glucosamina 6 fosfato desaminasa es una enzima con una funcion especifica crucial en
el ciclo de vida y el metabolismo de G. duodenalis (Kwiatkowska-Semrau y col., 2015).

Ademés, esta enzima participa en el proceso de enquistamiento del parasito (Lopez y col.,

104



2002). Finalmente, analizamos la expresion por hierro del gen de Subtilisina debido a que
pertenece a la familia de las serin proteasas y juega un rol importante en el proceso de
desenquistamiento de Giardia (Davids y col., 2011). Nuestros resultados mostraron que
los cuatro genes estdn regulados negativamente por hierro, debido a que se
sobreexpresaron en condiciones de bajo contenido de este metal (Figuras 23-26). La
expresion de estos genes es similar a la de EAhmbp26, ademas, esta secuencia de RNA
puede formar dos estructuras tipo IRE en ambas UTR; sin embargo, la estructura tipo IRE
en el 3"-UTR parece mas estable (Soto-Castro y col., 2019). Esta estructura contiene la A-
U conservada en el tallo superior (como se reporta en eucariotas superiores) (Volz, 2008;
2021) y los residuos AUU en el tallo que podrian ser una variante del motivo GUU el cual
es especifico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009) o un nuevo motivo
especifico de E. histolytica. Ademas, se ha reportado que es negativamente regulado por
hierro (Sanchez-Cruz y col., 2012); por lo tanto, la estructura tipo IRE ubicada en el 3'-
UTR podria ser funcional. Posiblemente, estos genes que estan regulados por el hierro en
Giardia tienen estructuras tallo-burbuja en sus RNAm.

Los resultados de este trabajo muestran que los cuatro genes estan regulados
negativamente por el hierro. Ademas, pueden formar estructuras tallo burbuja (similares
a IRE) en ambas UTR. Debido a la presencia de una estructura similar a IRE en el 3"-UTR
del RNAm y la regulacion negativa observada del hierro, estos genes podrian ser
regulados a nivel postranscripcional por el sistema IRE/IRP, asi como ocurre con el
receptor de transferrina, que contiene cinco estructuras IRE en la regién 3'-UTR, y en

condiciones de bajo contenido de hierro, la proteina similar a IRP se puede unir a las
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estructuras de tallo burbuja, dando estabilidad al RNAm y llevando a cabo su traduccion
(Pantopoulos, 2004).

Al ser G. duodenalis un organismo ancentral que divergié muy tempranamente en
la evolucion, el hecho que regule sus genes de acuerdo a las condiciones de hierro en el
medio ambiente podria representar un modelo de estudio interesante para la evolucion del

mecanismo regulador IRE/IRP, en sus primeras etapas de evolucion.
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Figura 23. La expresion del RNAm de Actina de G. duodenalis se modula
diferencialmente por condiciones de hierro. A) Ensayo semicuantitativo de RT-PCR
con oligonucledtidos especificos para el gen de Actina utilizando ADNc de parasitos
cultivados en condiciones bajas de hierro (7,7 pM; carril 1) y altas en hierro (300 uM;
carril 2). El gen de pf-tubulina se utilizd como control interno. Los tamafios de los
amplicones se dan en pb. B) Analisis densitométrico utilizando un GelDoc (BioRad) con
el software de andlisis Quantity One 4.6.3.1-D. Los valores de expresion de S-tubulina se
usaron para normalizar los resultados de la expresion de RNAm de Actina en ambas

condiciones de hierro.
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Figura 24. La expresion del RNAm de Citocromo b5 de G. duodenalis se modula
diferencialmente por condiciones de hierro. A) Ensayo semicuantitativo de RT-PCR
con oligonucledtidos especificos para el gen de Citocromo b5 utilizando ADNc de
parasitos cultivados en condiciones bajas de hierro (7,7 uM; carril 1) y altas en hierro (300
uM; carril 2). El gen de S-tubulina se utiliz6 como control interno. Los tamafios de los
amplicones se dan en pb. B) Analisis densitométrico utilizando un GelDoc (BioRad) con
el software de andlisis Quantity One 4.6.3.1-D. Los valores de expresion de S-tubulina se
usaron para normalizar los resultados de la expresion de RNAm de Citocromo b5 en

ambas condiciones de hierro.
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Figura 25. La expresion del RNAm de Glucosamina 6 fosfato desaminasa de G.
duodenalis se modula diferencialmente por condiciones de hierro. A) Ensayo
semicuantitativo de RT-PCR con oligonucleotidos especificos para el gen de
Glucosamina 6 fosfato desaminasa utilizando ADNc de parésitos cultivados en
condiciones bajas de hierro (7,7 uM; carril 1) y altas en hierro (300 uM; carril 2). El gen
de S-tubulina se utilizd6 como control interno. Los tamanos de los amplicones se dan en
pb. B) Analisis densitométrico utilizando un GelDoc (BioRad) con el software de anélisis
Quantity One 4.6.3.1-D. Los valores de expresion de S-tubulina se usaron para normalizar
los resultados de la expresion de RNAm de Glucosamina 6 fosfato desaminasa en ambas

condiciones de hierro.
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Figura 26. La expresion del RNAm de Subtilisina de G. duodenalis se modula
diferencialmente por condiciones de hierro. A) Ensayo semicuantitativo de RT-PCR
conoligonucleotidos especificos para el gen de Subtilisina utilizando ADNc de parasitos
cultivados en condiciones bajas de hierro (7,7 pM; carril 1) y altas en hierro (300 uM;
carril 2). El gen de p-tubulina se utilizd como control interno. Los tamafios de los
amplicones se dan en pb. B) Analisis densitométrico utilizando un GelDoc (BioRad) con
el software de andlisis Quantity One 4.6.3.1-D. Los valores de expresion de S-tubulina se

usaron para normalizar los resultados de la expresion de RNAm de Subtilisina en ambas

condiciones de hierro.
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D Presencia de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis

El hierro forma parte importante en el crecimiento y virulencia de Giardia, la gran
necesidad del parasito por dicho cation se refleja en la anemia causada sobre todo en nifios
con giardiasis (Bartelt y col., 2013), donde, después del tratamiento con metronidazol se
observa un aumento de hemoglobina en la sangre (Monajemzadeh y Monajemzadeh,
2008; Olivares y col., 2004) por lo que la presencia de Giardia en nifios esta estrechamente
relacionada con malnutricioén y se ha considerado un marcador de dicha condicion (Bartelt
y col., 2013; Al-Mekhlafi y col., 2005). Por lo tanto, el hierro podria desempefiar un papel
clave en la virulencia de Giardia (Monajemzadeh y Monajemzadeh, 2008; Al-Mekhlafi y
col., 2005; Olivares y col., 2004; Suchan y col., 2003). A pesar de esto, casi no hay
estudios sobre el efecto del hierro en el crecimiento, expresion génica, 0 mecanismos
reguladores en Giardia. Recientemente, Peirasmaki y col., (2020) reportaron sobre la
expresion de posibles factores de virulencia en Giardia en los niveles de hierro libre
detectados por experimentos RNAseq (Peirasmaki y col., 2020); sin embargo, el
mecanismo de regulacion del hierro sigue siendo desconocido. Para buscar los elementos
tallo-burbuja en RNA involucrados en este mecanismo regulador, realizamos un analisis
bioinformatico de las secuencias en la base de datos del genoma de Giardia. Se analizaron
diferentes grupos de RNAm's: de virulencia, ribosomales, citoesqueleto y enzimas
metabolicas. Primero, las regiones no traducidas se delimitaron como se ha reportado (Xu
y col., 2020; Franzen y col., 2013; Tolba y col., 2013; Aurrecoechea y col., 2009; Tasca
y col., 2005; Zuker, 2003; Elmendorfs y col., 2000; Knodler y col., 1999; Que y col.,

1996; Peattie y col., 1987; Keister, 1983). Como se menciono en antecedentes, los genes
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de Giardia tienen una secuencia corta de 6 nt en el RNAm de la region 5"UTR que podria
actuar como un sitio de anclaje ribosoémico para la sintesis de proteinas (Adedoja y col.,
2020). Ademas, las regiones promotoras de este parasito parecen ser muy compactas y las
regiones intergénicas son muy cortas (a veces menos de 250 pb). Este parasito también
contiene regiones cortas (1-6 nt) no traducidas. Sin embargo, se ha demostrado que estas
regiones tienen los elementos necesarios para la regulacion transcripcional, que son una
region rica en A-T. El elemento iniciador de este parasito consiste en 8-11 nt (posicion -
30 en ATTAAAA) (Franzeén y col., 2013; Tolba y col., 2013; Elmendorfs y col., 2000;
Knodler y col., 1999; Henderson y col., 1996; Que y col., 1996; Peattie y col., 1989) con
sus variantes. Una A en el medio de la secuencia rica en A-T podria ser el mejor sitio de
inicio de la transcripcion (Tolba y col., 2013; Knodler y col., 1999). Ademas, Holberton
y Marshall (Henderson y col., 1996) sugieren que la secuencia del sitio de inicio de la
transcripcion estd compuesta de nueve bases (AATTAAAAA) y estd asociada con otras
secuencias como el promotor CAATTT. Ademas, ha sido reportada una sefial de
poliadenilacion de 20-30 nt rio abajo del codon de paro (AGTPuAApy) (Quey col., 1996).
En la region 3'-UTR, se encuentra la sefial consenso poliA AGTPuAA (Xu y col., 2020),
que esta ligeramente degenerada en las posiciones 1, 2 y 3, asi como una sefial ATGGAA
ubicada 9-13-nt rio arriba del sitio de poliadenilacion (Tolba y col.,, 2013).
Adicionalmente, Franzen y col., (2013) reportaron posibles sefiales de poliadenilacion a
los motivos AGUGAA y GUGAAC, de los cudles el motivo AGUGAA es el mas comtn
identificado en G. duodenalis (Franzen y col., 2013). Ademads, en ese estudio, a un

subconjunto de genes le faltaba un claro motivo, lo que sugiere que es posible que no se
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requiera un estricto motivo de poliadenilacion para la formacion adecuada del extremo 3°,

como ocurre en las eucariotas superiores (Franzen y col., 2013) (Figura 27).
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Figura 27. Delimitacion de secuencias de G. duodenalis que codifican a proteinas de
virulencia, ribosomales, del citoesqueleto y del metabolismo. (Adedoja y col., 2020;
Xu y col., 2020; Franzen y col., 2013; Tolba y col., 2013; Elmendorfs y col., 2000;

Knodler y col., 1999; Henderson y col., 1996; Que y col., 1996; Peattie y col., 1989).
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De acuerdo con reportes previos, en este trabajo, las regiones 5’ y 3’-UTRs fueron
delimitadas (Cuadro 9-12). De este modo, las regiones 5' y 3'-UTR se delimitaron para
buscar la formacion de estructuras tallo-burbuja utilizando el software Zuker mfold
(Zuker, 2003). En este analisis, 91 secuencias formaron estructuras secundarias tipo IRE.
Interesantemente, 38 de los 91 RNAm mostraron estructuras tallo-burbuja en los extremos
5"y 3'-UTR en todos los grupos analizados. Sin embargo, observamos mas estabilidad en
una de las dos estructuras formadas de las UTR para cada RNAm. Esta estabilidad se basa
en el dG y la presencia de motivos reportados [una reduccion en dG (dG negativa) es una
condicidn necesaria para la espontaneidad de la formacion de la estructura] (Zuker, 2003;
Mathews y col., 1999). Ademas, los cuatro genes regulados por el hierro; la Actina
(GL50803 40817), el Citocromo b5 (GL50803 9089), la Glucosamina 6 fosfato
desaminasa (GL50803 10839) y la Subtilisina (GL50803 114625) pueden formar dos
estructuras similares al IRE en ambas UTR, incluida la region codificante, tal como se
reporta en la tvep4-IRE, actin-IRE y Ehhmbp26 -1RE de E. histolytica (Solano-Gonzélez
y col., 2007; Soto-Castro y col., 2019). El extremo 3' de Actina-IRE posee en la burbuja
una secuencia atipica al consenso humano (Franzen y col.,, 2013), residuos U-A
conservados en el tallo superior (Volz, 2021; Henderson y col., 1996). Por otro lado, los
IRE-like en los extremos 3 '-UTR de Citocromo b5 y Glucosamina 6 phosphato deaminasa
tiene un nucleotido no apareado en el tallo, asi como el motivo AUU en el bucle de manera
similar al motivo GUU que es especifico para pardsitos protozoarios (Torres-Romero y
Arroyo, 2009) (Figura 34). Solo diez secuencias compartieron similitud con el bucle

humano conservado (CAGUGN) (Henderson y Kuhn, 1995), correspondiente a la
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proteina relacionada con la actina (en la region codificadora 3" y UTR) y la membrana
mitocondrial externa del citocromo B5 (GL50803 9089, en el 5'CR), asi como algunas
secuencias anotadas como proteinas ribosémicas (Figuras 30-32). La mayoria de las
estructuras de horquilla contienen los nucledtidos conservados A-U en el tallo superior y
algunos bucles del tallo tienen residuos en las posiciones 1-5 que forman un pseudotriloop,
como se ha informado en eucariotas superiores (Volz, 2021; 2008; Vanacova y col., 2003;
Mathews y col., 1999; Henderson y col., 1996). Ademas, algunas secuencias contienen el
motivo similar al IRE de tvep4 (GGCACA) como el precursor de la catepsina L
(GL50803 9548, estructura similar a IRE en la regiéon de codificacion 5') (Solano-
Gonzélez y col., 2007). Curiosamente, el motivo del bucle GUU informado como un
motivo similar a IRE especifico de protozoos (Torres-Romero y Arroyo, 2009) estuvo
presente en todos los grupos analizados (Figuras 28-34). Ademads, también se encontraron
dos nuevos motivos en las estructuras tipo IRE de Giardia, las secuencias CUU / AUU
que estan presentes en 28 de los 91 RNAm analizados (Figuras 28-34), lo que sugiere la
presencia de nuevos motivos para este parasito o una nueva variante del motivo del bucle
GUU reportado como un motivo especifico de protozoos (Torres-Romero y Arroyo,
2009). Sin embargo, algunas estructuras no exhiben ninguno de estos motivos en el loop;
estas secuencias se encontraron en la estructura del tallo. Piccinelli y Samuelson (2007)
llevaron a cabo un andlisis bioinformatico de RNAm’s para mas de 100 nuevas secuencias,
por ejemplo, ferritina, receptor de transferrina, aconitasa mitocondrial, ferroportina y
DMT]1 de diferentes especies. Estas secuencias formaron estructuras tipo IRE en la

burbuja, presentando la secuencia CAGUGN y en algunos IREs presentaron un bulto con
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los nucledtidos UGC/C en el tallo con una citosina no apareada. A pesar de la ausencia de
la secuencia canénica CAGUGN en la burbuja, en algunas estructuras tipo IRE de G.
duodenalis encontradas en nuestro analisis bioinformatico, se observo el abultamiento
UGC/C, como en el precursor de la catepsina L (Cathepsin L precursor) (5’CR)
(GL50803 9548), la dipeptidil dipeptidasa (Dipeptidyl peptidase I1II) (5’UTR/CR)
(GL50803 3822), y la proteina ribosomal L37 (Ribosomal protein L37) (3°’CR/UTR)
(GL50803 14171). Ademas, en el tallo de las secuencias del precursor de catepsina B
(Cathepsin B precursor) (5’CR) (GL50803 14019) y otro locus del precursor de catepsina
B (Cathepsin B precursor) (5’CR) (GL50803 16779) presentaron el loop CGC, que es
similar al UGC reportado por Piccinelli y Samuelsson (2007). Estos datos sugieren que en
Giardia existen algunas estructuras tallo burbuja similares al UGC/C, que podrian

representar una version ancestral al IRE de ferritina.
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Cuadro 9. Delimitacion de secuencias de G. duodenalis que codifican a proteinas de virulencia

Nombre comin

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Cathepsin B precursor

Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor

Cathepsin B precursor

Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor

Cathepsin B precursor

Cathepsin B-like cysteine proteinase 3

Cathepsin B-like cysteine proteinase 3

GL50803 14019

GL50803 14019
GL50803 16160

GL50803_16160

GL50803_16779
GL50803_16779
GL50803_10217
GL50803_15564
GL50803_ 16468

GL50803 17516

GL50803 114165

GL50803_114165

5'CR

3'UTR
5'UTR

3'UTR

5'CR

3'CR/UTR

3'UTR

5'CR

3'UTR

5'CR

5'CR

3'UTR

cuuuuccuccaauuufujaaaAUGaagcucuuucuccucgecgeugeag
cuuucucugcegeecgeccugacggucuccgage
ugagUAAgcaaugaauacucuUGUAAACggaagalu]cuca
guauucuagcagguauuuaufajguuucucaccaguuAUGgaugcauu
gauugagccaaacaugcuuuuagcuaaagucuuu
acuaugcagacguagagUGAauccgcuuuuguccucaacugugucugg
ugguccgguuaagcuaaaaaguuacagegggeauggaccuugaucuccg
gAUGAACGccegaa/g/agauuaugea

aagcuuacggaauufuJuaa AUGaagcucuuucuccucgecgeugeage
uuucucugegececgeccugacggucuccgageu
cauugaagagcaaguaauagguggguucuuugagaacUAAcugguga
auccaunuuaud GUAAAUcaugg/c/caggagggu
gacAUGcegccugucuucauacauageuaccauugeccuaauggguag
aAGUAAACguuuuu[clugguccaugcauuaaaaa
cuagcauggcuuuauuua/ujuugcucaucuuauggucagacggcaccAU
Gcegegegggaauccucugguggegeugucggu
uggcagguagcagugaagUA AacguccaaaggcuuuuugggaaaadG
UCAUGcccggg[u]guaucuuugecugeacggecge
cuuauacaggaauuugcuccuuugaaggaacagagaaauccufujuaaaA
UGaggcuucugauccuucugauugcaucccua
ugcuccgggaacggccacggaalajuaaaAUGaugguacuucuaccau
ucuugcuauugcuauauggeacacuuggeagaga
acuuucacgguacuagaugacacucauUGAcacacucugaugaacuag
auGGUAAAUcuaucc[ulaagcaaagauguuguc

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas de virulencia en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Coddn de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comin Gen ID Region Secuencia Delimitada

Cathepsin L precursor GL50803 3169 5'CR aauaguuacaaacugcaaucuaagacfajucucacAUGuuagegcuauu
gcucuuuauugucugeuguguuucccaugauce

Cathepsin L precursor GL50803 3169 3'UTR ugcugcaggaagUAGgugcggaugacuucuaacuauuagugaauagu
agugaaud GUAAUAgacuag[u]ggacaacuuagg

Cathepsin L precursor GL50803 16380 3’'CR/UTR  uacgugaugguugagUAAauugcceggguuggugaaugugeucugge
cuugGUCAAAAaaug[u]ccuugccaagucauaaa

Cathepsin L precursor GL50803 14983 3’CR/UTR  agcuacgcgguaguuaacaaaagaaaaagcUAAaguaaauucugugg
acgcugucuaauud GUGCAAucagg[u]gacuugg

Cathepsin L precursor GL50803 17607 3'UTR uugggUGAcuauavaugguuacuuaaggagegeuauageccccucaa
acuggccaaccuuuged UGGUA Cucugce[u]gugu

Cathepsin L-like protease GL50803 3099 5'CR guaaauaacgaaaauaauau/ujuaaaagaaccauaAUGuauacuuug
uugguguucauacugucgaauccucugeauauce

Cathepsin L-like protease GL50803 137680 5'UTR/CR  guguaaaaccugaaggacuuuu/ajuaaaaguagugAUGugguuguce
uauuuucuggugaucuuuuugcuugaacucuuug

Cysteine protease GL50803 112831 5'UTR/CR  cggcuaaccuacccgeggeccaa/ajaaaggaccggAUGuugcugeuu
acuuugucuuuccucugegeggeaucggecgage

Cysteine protease GL50803 112831 3’CR/UTR  uacaucuuccacagcccgcucaaccugaaccuuccgcacaagggegugUA
GcegecuagegCCCGAACuccecg[u]cguaga

Cysteine protease GL50803 113656 5'UTR/CR  cggcuaaccuacccgeggeccaa/ajaaaggaccggAUGuugcugeuu
accuugucuuuccucugegeggegucggecgage

Cysteine protease GL50803 113656 3’'CR/UTR  uacaucuuccacagcccccucaaccugaaccuuccgeacaagggegugUA
GcegecuagegCCCGAACuccucg[u]cguaga

Cysteine protease GL50803 114773 5'UTR/CR  cggcuaaccuacccgeageccaalalaaaggaccggAUGuugecugeuua
ccuugucuuuccucugegeggeaucggecgage

Cysteine protease GL50803 114773 3'CR/UTR  ccucaaccugaaccuuccgcacaagggegugUAGegecuagegCCCG

AACucccc/g/ucguagaggguggucagguagaug

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas de virulencia en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codon de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codoén de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comin

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Cysteine protease

Cysteine protease
Dipeptidyl-peptidase 111
Dipeptidyl-peptidase 111
Dipeptidyl-peptidase I precursor
Dipeptidyl-peptidase I precursor
Dipeptidyl-peptidase 111
Dipeptidyl-peptidase 111
Encystation-specific protease
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Sentrin specific protease

GL50803 114915
GL50803_114915
GL50803_3822
GL50803 3822
GL50803_ 14566
GL50803 28651
GL50803_ 33689
GL50803_33689
GL50803 22553
GL50803_6369
GL50803 113303

GL50803 16438

5'UTR/CR

3’CR/UTR

5'UTR/CR

3'UTR

5'CR

3'UTR

5'CR

3'UTR

3’CR/UTR

5'UTR/CR

3’'UTR

3'UTR

cggcuaaccuauccgeggeccaa/ajaaaggaucggAUGuugeugeuu
acuuugucuuuccucugegeggegucggecgage
uacaucuuccacagcccgeucaaccugaaccuuccgeacaagggegugUA
GegecuagegCCCGAACuccecg[u]cguaga
aggggogaauauaalajuuuccAUGcugecugagaaguauauuugec
cgacagauggacccguuucuaacuugaagecaucg

ggaaaUA Aaugegacguuguaaguugauuguaauaacugcuuagauca
caucuauucuaggggaGGUAAAGaugg[u]augg
aacaauaagaagccggccagaalajaaaaucAUGcuuuucaucuuggeg
cuccugggacucuuauuaucagauacuccagea
cugaccaugcauuaUAGaugcacugaguguuuaacugagugeuuauc
gcCAUAAAGacucaccuau[u]cucuacaauaaua
gcuagcuuuuacugugaauuauucaauuuf/ujucuaAUGccuaacgaau
geccaucuggageuuucacggucaaccugaage
guaacaacauccuuguuuccucugcuaacUGA cuauacagugucuaua
uucucgaGCUUAAUcagcaac[u]gcuugugaau
caggaggagagugaggagcuaagcaugcuuucaaauccaUGAAGUA
AAUgauuccacaag[u]acaauuacaaaacagccau
ccucuagagauga/ujgaaacgagagaugagacucauAUGgacuacug
gauugcucguaacucuuggggagaagagugggga
uucacgguauuggaugacacucauUGAcacacucugaugaacuagau
GGUAAAUcuaucc[u]aagcaaagauguugucggu
aagaucuggacgagcucugcUAGgcecuaugggucuggugucuaaguug
ugulUUGAAAAcccuac[u]cugecccguguuaggg

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas de virulencia en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Coddn de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Variant-Specific Surface Protein 150 (VSP-
150)
Variant-Specific Surface Protein 150 (VSP-
150)
Variant-Specific Surface Protein 5 (VSP-5)

Variant-Specific Surface Protein 5 (VSP-5)

Variant-Specific Surface Protein 277 (VSP-
277)
Variant-Specific Surface Protein 277 (VSP-
277)

GL50803 135831
GL50803_135831
GL50803_113797
GL50803 113797
GL50803_14307

GL50803 14307

5'CR

3'UTR

5'UTR

3'UTR

5'UTR/CR

3'UTR

ugugcucaaggguacufu]cuuauacAUGaauggcuguuacaagguug
gucaagaaccagguagucauaugugcaagacage
cuggugguucauauguagagggaaggcaUGAcucagguAdGUGAAU
gcuafu]acaaugugugauaauggguaauagagggu
cceecgggeuuugeguuggaagegecalclecagecaggucggeggecuaAlU
Guucggcagauuuuugcucgcgaucgucauce
ugcuggugguuccucugecagggggaaggcgUAGauguacuuagaudG
UAAACcgucalu]cgaugggucugcucggugucug
caggggccugcgacgeccaucgugguc[glgcaacgacggcagcAUGcuc
ucuuacuguucaaaguguguuggegecggeuau
ccucugcuggugguucguguguagagggaaggcgUGAcuuaggud G
UGAAUgcug[u]gcagugugugauagugggugauau

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas de virulencia en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codén de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Figura 28. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas de virulencia. Los seis nucleotidos que forman el bucle apical de los
IRE canonicos estan subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en la
posicion 1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucledtidos U-A/A-U en
rectangulo indican nucleodtidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros rellenos
indican nucleotidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha curva
grande indica la orientacion de la secuencia de 5' a 3' o de 3' a 5'. El motivo especifico de
protozoos GUU/UUG se indica con flechas pequefias. Los cuadrados negros rellenos
muestran residuos similares a los informados para la burbuja del IRE- fvcp4. Asterisco: El
residuo U conservado en IRE candnicos. Los pequenos triangulos muestran el residuo A
conservado en un motivo especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado indica el
residuo desapareado en la posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre; en este caso,
una reduccion de dG (dG negativa) es una condicién necesaria para la espontaneidad de la
formacion de la estructura.
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Figura 29. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas de virulencia. Los seis nucledtidos que forman el bucle apical de los
IRE canoénicos estdn subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en la
posicion 1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucleotidos U-A/A-U en
rectdngulo indican nucledtidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros rellenos
indican nucleotidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha curva
grande indica la orientacion de la secuencia de 5' a 3' o de 3' a 5'. El motivo especifico de
protozoos GUU/UUG se indica con flechas pequenas. Los cuadrados negros rellenos
muestran residuos similares a los informados para la burbuja del IRE- tvep4. Asterisco: El
residuo U conservado en IRE candnicos. Los pequenos triangulos muestran el residuo A
conservado en un motivo especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado indica el
residuo desapareado en la posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre; en este caso,
una reduccion de dG (dG negativa) es una condicion necesaria para la espontaneidad de la
formacion de la estructura.
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Cuadro 10. Delimitacion de secuencias de G. duodenalis que codifican a proteinas ribosomales

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein L3
Ribosomal protein L4
Ribosomal protein L7a
Ribosomal protein L7a
Ribosomal protein L7Ae
Ribosomal protein L7Ae
Ribosomal protein L7Ae
Ribosomal protein L9
Ribosomal protein L10

Ribosomal protein L10a

GL50803_16525
GL50803_17547
GL50803_17244
GL50803_17244
GL50803_2825

GL50803_2825

GL50803_11287
GL50803_17056
GL50803_10428

GL50803 1345

5'UTR/CR

3’CR/UTR

5'UTR/CR

3’CR/UTR

5'UTR/CR

3’CR/UTR

3'UTR

5'CR

3'CR/UTR

3'UTR

uuccgggucugaaaag/ajcaaggeccgegAUGuceccacegeaaguucucguge
ugccgeaagggceaaccucggeuaccu
cgccucgaucccageggaacggucaugeccaagUAAaucgeuggCGCAAAAcg
uufu]gcacaaugaggagecucgagga
uggguucalauaaaacaggecucgacAUGuccaagguuucuggeagegacauu
aagagggcccucgccguaccecgagaa
ggcguucgeccgegaggaugaggeccageagaugUAAaugecuuacauuucuuud
GUGCAUguccuufu]gcugcuugguc
uggaaaauguaauaaauufajaaacucaauugaaacaaggAUGccagaugeacge
geuguucccuuggecucagaggece
acaagcuaaacauauuccuuacggagcuaggacacUGAuceggAGUAAAUgg
ugg[u]gaagcaguguggccugeccauc
gcacugguaugacgggagugeguuuacagugeaageaucacuaguaaaugeucac
cgguacaugcuacacacuacuaguauuuggd GUGCAcuaua[ulacgaagg
aauccgcuuucgaugcucuuuu/ujuuagaggucgegaagcaAUGcececucuguu
ccuccaugacgaucaaggucccgac
ggaaggggccccucaacuugaagcucUGAucgggucccaagcacad GUAAAU
aauugccaggcauu[ujacuccucugec
uucUAAgaucuucUGAGAAGguucccgggguuu[ulgcau

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codon de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codoén de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein L12

Ribosomal protein L12

Ribosomal protein L13
Ribosomal protein L13a
Ribosomal protein L15
Ribosomal protein L15
Ribosomal protein L17
Ribosomal protein L19
Ribosomal protein L21

Ribosomal protein L21

GL50803 14938

GL50803 14938

GL50803_14622
GL50803_11247
GL50803_8001

GL50803_8001

GL50803_98056
GL50803_16431
GL50803_15520

GL50803 15520

5'CR

3’CR/UTR

5"UTR/CR

5'UTR/CR

5'CR

3'CR/UTR

3'UTR

5'UTR/CR

5'CR

3’'UTR

uuauaguuaaagcauuuuaquuugau/ajuuaugucagagugguaguuuuccaggc
gacaAUGccccceagageugauccuaacgeagagauaguucuguauuugegegu
caagggcgeg

uugcugaggagcaagagacagagUA Aacaaggugcccugegugucacggaucggu
cccuaucugecuugggacuguuuucgecuacgggeg CUUAAAAuvauu[u]cgaug
geegaggegec
uggaagcucgugcaauugc/ajcuuanaAUGgcaaguuaugcuucuuuuauau
ugagauuaauucauuuuaauuugaauu
uuaaauuggauuuagegceaaauc/ujguuugcucacggcgagecAUGucgegaau
cguuaucgacugeaaggggeacauc
ucauvaggaucauufujuuuacccggecugaauucgAUGggugecuacaaguacg
uucaggageucuggegeaagaageaa
aaccacacccgcucccucegecgeuacagaUAGecuugeugeugegd GUAAAC
aucccgucauu/u/acacuagaggaag
gaaggcgcuccagUGAgucugucgggaguaaaugegeugeuucuucccaacuuc
udAUAAUugaaaugucuaaugugggguacauuccgauu/u/cggeccuucccgu
auuuuucucggaacufuJuuucgaccucccgacAUGgcuaaucugaggecugeag
aagcgecuggeggeagacguccucaa
auuuuaaauucauuufujcaaugcugeccgaaaagegaggacgacucgAUGacgea
cagccagggguacagguguaagac
cgacaucaccccacucaaguaugacggaguuuucUAGgcuccgacgaaguaaaug
gecugegggecggcud GUGGAggcuggecu/u/ccaccgguuccucgacgegeu

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codon de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codoén de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein L23

Ribosomal protein L23
Ribosomal protein L23A

Ribosomal protein L.24

Ribosomal protein L26

Ribosomal protein L27a
Ribosomal protein L31B
Ribosomal protein L31B
Ribosomal protein L34

Ribosomal protein L34

GL50803 10091

GL50803_10091
GL50803 7870

GL50803_14869

GL50803_15046

GL50803_ 16310
GL50803_16368
GL50803_16368
GL50803_36069

GL50803_ 36069

5'UTR/CR

3’CR/UTR
5'CR

5'UTR/CR

5'UTR/CR

5"UTR/CR

5'UTR/CR

3'CR/UTR

5'UTR/CR

3'CR/UTR

acaacuuuaauuucgcuuuufujacucguuuccuaaugacggaucgaggagAUGg
cgucgaageguggeagguceggagg
cgacggcugagugeguccacUAGgecAGUAAACgaauluc
aauuucgccgucuafajuaucucgugecggcgagacAUGuccgagaaggegeagg
cacugaaggcccaaaaggcgaucuu
aguguuucucuaccauuuaaavacuuuaa/ajuaauucaggaacaAUGcecucgea
uagagcauugcucauucugeuccaa
aaauaauucgauuugaaauggaaauuggcccauuuuuugaaqucacccggegaagecu
ggaAUGaagcucaacuccgccgucacegegucccgucgeaagugecgeaaggeu
uacuucaca
accaaaaaaguauauuaaauuuaauuucauuuuccccacggucujajaaaaggggec
ucgagAUGeccegaccagaaucagg
ucugaauugucccugcaalajaaacggguccuccgaagegugAUGgguauugua
uaugagcauacgauccgecucaacaa
gcagcgaagacggceagegagUAAacuugugcacgecucgcauuuacauaugcuuu
uuugcCGUAAGUggg[u]cguccucg
uuuuaauuacfujaaagagecugeccgecegagAUGgcecgacugucgegucacuu
gccgeuuccacuccacauacaggacu
agcuaagacggccaagcagaccgecggceaaggggcaugegaagUAAaucgaucag
cauuuacgucucacuucgggccucuuccgaaccccgecugggacuucauggggaacu
ucggcuucugggecuUUGAAGeugeuu/ujccceccggggecgecugecuugau

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Coddn de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein L35

Ribosomal protein L35

Ribosomal protein L35a

Ribosomal protein L36-1

Ribosomal protein L37

Ribosomal protein L37

Ribosomal protein L37a

Ribosomal protein L37a
Ribosomal protein L44

Ribosomal protein SA

GL50803 6133

GL50803_6133

GL50803_5947

GL50803 16114

GL50803 14171

GL50803 14171

GL50803 5517

GL50803 5517
GL50803 9810

GL50803_7766

5'CR

3’CR/UTR

3’CR/UTR

5'CR

5'CR

3’CR/UTR

5'CR

3'CR/UTR

5'UTR/CR

3'UTR

ucucgcacaccgaagag/ujcaacuugccAUGgceauccuguuugecccuaccaga
uagauguuauucaauguauuuuaaa
cuccaguucccgaagcugaaguaugcuguaaaggucUGAgcacccugguguuag
uaaauacucucuugcuucccuuucaccgeguagaacauageagaugeggagugegua
uggcgcacguGUGAAAcucgecagguuu[u]gcaaggguagegagguggage
gagcgeuuguacgggaaccccaacgegacgguaaccuacgaguaaauagucaggcg
ggcuuguggcGUGAUGcugggggucucgeeccuggugguu[ulacugecuuuge
uuuauuuuccaauccauuuuaaauucauuucaauuccugauuufalgaaggageggu
gugguAUGececaggcaaaguauucaaccugaagaagggeggegeaguaguucgea
uuguccgea
ccuccaugecggacauageauuuuaaauuggaauuagucgeuguu/ajaaaacggga
acucgAUGuccaagggcacagegucguucgguaagegecacacgegeauucacg
gcageugcee

gcaaacgccaggaaguaccuugecaagUA AauuugecacgaggucgguccgdUG
GAUGccuacacgce[c]ggugegucgcg
ucuggaaauuuaauaaaau/ujaaauugaauucuugeaagegaaaageggeucaggec
gagcuAUGgcecaagaggacuaaaaagguuggucucaccgggaaguacggeacuc

gcuauggga

cacgauccgccgecuccgucuggceccgugaagacgecacagUA Aaguaaacagag
uggaccuggcacugeggulUUGCAAcugucugcauageucguu[ujacucguce

aaaugcaaauugaauuagcuuugeaugcuacufujaacagcageggecgaaggacA
UGgugacauauccggcagagegea
cucuucgacgaguacUAAggcggcucuuguuaageugaaaguguaaacgcuuug
cucgguaugcaucccucguuucaccagagagguuucacaacuccaggacgguuccuu
cugcgauuccgaggauuuCGUAA4Agucuggcuaucalu]ggecacuacaagugu

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Coddn de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein S2
Ribosomal protein S4
Ribosomal protein S5
Ribosomal protein S6
Ribosomal protein S6
Ribosomal protein S8
Ribosomal protein S9
Ribosomal protein S10B
Ribosomal protein S11

Ribosomal protein S11

GL50803 8118
GL50803_11359
GL50803_12981
GL50803 14620
GL50803_14620
GL50803 5845
GL50803_4547
GL50803_10919
GL50803 14827

GL50803 14827

5'CR

5'CR

3'UTR

5"UTR/CR

3'CR/UTR

3’CR/UTR

5'UTR/CR

3'CR/UTR

5'UTR/CR

3'CR/UTR

uaauuuugauuugacuuuguageccaaaacfujaacguccauggeguagcAUGcea
ggcugaaagugcucccaggecagaa
ggaugguauucfujgguuuagcagcgaAUGgcccguggaguccgeaageaccuua
agcgccucaacgeaccgaageacug
uauagccguuuccaaccgcUAAacgcccaggaguaaaccgecccucugagagauc
ggugucaguccucaaad4 UCA Uauuuggaugaguugcgguu[u]cuccuugeug
uggugagaaagcauuuuaauuucauuucuaguuuc/ajuaaaauggeecegggguga
AUGccaaagggcucauucugcaag
aagccugcuaagaggacgguugagUAAacagacgucuuucuacgegggcCUG
AAUCuguucgu[u]gcagcguugeccuua
ggaccugagcuucucuucuaccagaagaaguuggeaccuaagUAAacauccAG
UGCUUcgugguc|u]ccccacucuucg
uvauuuuaaauucaauuuggcuuucgecaau[u]cuccccugacgauuccAUGcecee
cgcauuagecgecauaggaacucgu

aagcaaagUA Aaaucugagcccauagcuuccacgcacagaugauccccageggaau
guuggAGUAAAUcaaguccu]gg
cuugagagagccgagacucugegcaaggeuge[uJuacgagAUGgcugagaacca
gecacgagegagcguaucacaagecaa
gagccugucagegaggecgecaagaagegeuucucgeccuucUAGgeageacud
GUAAAUaaggg[u]cauucacaagge

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Coddn de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codoén de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein S12
Ribosomal protein S13
Ribosomal protein S13
Ribosomal protein S14

Ribosomal protein S15
Ribosomal protein S154

Ribosomal protein S16

Ribosomal protein S16

Ribosomal protein S20

GL50803 33862
GL50803_16652
GL50803_16652
GL50803 7878

GL50803_15260
GL50803 15228

GL50803_4652

GL50803_ 4652

GL50803_ 6022

3'CR

5'UTR/CR

3’CR/UTR

5'CR

3'CR/UTR
5"UTR/CR

5'CR

3’CR/UTR

5'CR

gggacgucgacagcuuccuuacuaageuggacgagecagUA AacgacauacuudG
UCGUGcggca[u]cgguagugggauu
auagcaauuufujagcgggcacgugacaaagccAUGggecgcaugeacucgaagg
guaaggguauaucccgeucugeeau
guccgaccaggccgecgegeuccuugegacguacgegUGAguaaacaccegecuac
ggggcucgaacccgegaccguuggd UUAAAaguccaacgeuc[ulaccaacugag
uuuugaauugacuuuagaaggacaaafujuugaggugggcugaAUGucucgcaa
aguaaccuacgcgecggagaaucuuc
ccgeugeguUAGucccgeccaceAGUAAACauucclu]cg
cgcacaucgcgugecggegugeugggaageaga[u]ccaguaggcAUGguucgea
ucaacguucuccgugacgceacucaa
uuuaauuccacuuccggucccalujaaaaageggeuccccgAUGgcgaagggcaac
agaagagacuuacuggaaaggaac
uuugguggecguggugeucgugeccgucgecagaagucguaccguUAAgeggge
uucguccuaaguaaacauacugeauccaauucacacgecugucaucucaccacugacc
cuggcccuccuggecguuguuguaguaggaggeuugggugucguagecauaugacu
ggccguacccauuauuGUGA UCaccauaagegeugeu[u]ccauaguccugec
uaaaaugaauucufujuaaguacgaaaacgcggecaccgaggcuAUGgcagagage
gugucgacuggaggcgugaaucuu

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codon de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codoén de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Continuacion

Nombre comun

Gen ID

Region

Secuencia Delimitada

Ribosomal protein S21

Ribosomal protein S21

Ribosomal protein S23
Ribosomal protein S24
Ribosomal protein S29a
Ribosomal protein P1B

Ribosomal protein P1B

GL50803 7082

GL50803_7082

GL50803_14699
GL50803_10367
GL50803 39483
GL50803 17337

GL50803 17337

5'CR

3’CR/UTR

3'UTR

5'CR

5"UTR/CR

5'CR

3'UTR

uaaauugauuuuuguccuacaalajuuggacccgaaacgacugagccAUGceaauc
ggaugacaucgggaugaagaacage
cggucucauggaacgccuuUAGguugecgeauacaccggecaaguaaacgeucu
gauacuugcuguauuccugeguugauuuacacagecuucggguucagagegageace
uggcugcuaggucGUAAACggecuccaugacagcaucguuu[u]ggggaace
cgugcgcguUAAgcacgggeguguaaacugecacuggeugugcauuuud GUU
UAcucuucuagcgeuu[u]gagecacacuccauacagaauuucgeugugucugaa
uuuuaaaucugaauuucguuguc/ajuuaaageggggcuagcgAUGceeegagauc
acaguuaaggugaggaagguccuca
gcgaggaaggcgegecacggeacgecccg[glgeccecaggaAUGcegeagugeacug
gacaccggeguageggeugaccge
avauccaagacaaafujaaggagcgucacccgagcucguucguAUGceagagucaa
gaaaccgecguguguuuuggecgeua
agucuuccgacUGAgucugcaugcacaaggacgaggcuuuacuguaaaggAGU
GAAcacccgauuu[ulauuguuacgcu

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas ribosomales en G. duodenalis. Se indican
las siguientes sefiales en la region 5 UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Coddn de inicio: Mayusculas.
Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro: Mayusculas. Senal
poliA: Maytsculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Figura 30. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas ribosomales. Los seis nucle6tidos que forman el bucle apical de los IRE
candnicos estan subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en la posicién
1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucledtidos U-A/A-U en rectangulo
indican nucle6tidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros rellenos indican
nucledtidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha curva grande
indica la orientacion de la secuencia de 5' a 3' o de 3' a 5'. El motivo especifico de protozoos
GUU/UUG se indica con flechas pequenas. Los cuadrados negros rellenos muestran residuos
similares a los informados para la burbuja del IRE- tvep4. Asterisco: El residuo U conservado
en IRE candnicos. Los pequeios tridngulos muestran el residuo A conservado en un motivo
especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado indica el residuo desapareado en la
posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre; en este caso, una reduccion de dG (dG
negativa) es una condicion necesaria para la espontaneidad de la formacion de la estructura.
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Figura 31. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas ribosomales. Los seis nucledtidos que forman el bucle apical de los IRE
canonicos estan subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en la posicion
1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucledtidos U-A/A-U en rectangulo
indican nucledtidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros rellenos indican
nucledtidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha curva grande
indica la orientacion de la secuencia de 5'a 3' o de 3' a 5'. El motivo especifico de protozoos
GUU/UUG se indica con flechas pequenas. Los cuadrados negros rellenos muestran residuos
similares a los informados para la burbuja del IRE- tvep4. Asterisco: El residuo U conservado
en IRE canodnicos. Los pequetios triangulos muestran el residuo A conservado en un motivo
especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado indica el residuo desapareado en la
posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre; en este caso, una reduccion de dG (dG
negativa) es una condicion necesaria para la espontaneidad de la formacion de la estructura.
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Figura 32. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas ribosomales. Los seis nucledtidos que forman el bucle apical de los IRE
canonicos estan subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en la posicion
1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucledtidos U-A/A-U en rectangulo
indican nucledtidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros rellenos indican
nucledtidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha curva grande
indica la orientacion de la secuencia de 5'a 3' o de 3'a 5'. El motivo especifico de protozoos
GUU/UUG se indica con flechas pequenas. Los cuadrados negros rellenos muestran residuos
similares a los informados para la burbuja del IRE- tvep4. Asterisco: El residuo U conservado
en IRE candnicos. Los pequeios tridngulos muestran el residuo A conservado en un motivo
especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado indica el residuo desapareado en la
posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre; en este caso, una reduccion de dG (dG
negativa) es una condicion necesaria para la espontaneidad de la formacion de la estructura.
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Cuadro 11. Delimitacion de secuencias de G. duodenalis que codifican a proteinas del citoesqueleto

Nombre comiin Gen ID Region Secuencia Delimitada

Actin-related protein GL50803 8726 3’'CR/UTR ccgaaaccaguugccuuugagguuUGAaaggecucgugucud UGGUAUa
uacuauufu]ccgaugaauaaaucgcu

Actin-related protein GL50803 16172 3’'CR/UTR ugaaaucuuaaugaaagugauaaugUGA cacucuuacaaaagacucuuaga
gcggaucaucguugcccuucauacuugucucUGUAAGCgauccugeccuuu|
uJacagcacuu

Actin-related protein GL50803 11039 3’'CR/UTR gaaaaggcaacaaagUAAguacauaagaguaaauaacuaucuaucuaaagaua

uauaguguggggugcauguuuuaad GUGAAuccaacagaaccaaaugegggac
cuuguauacauauaagccuauaaauaauggaaucauuuufujaguuuaua

Hypothetical protein GL50803 17591 3'UTR cuggacuggaacacaacUGAuuaaaaggauud GA4UAAccguggaagau[
u]cugcuugcuauuuuuggcuuugeu

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas del citoesqueleto en G. duodenalis. Se
indican las siguientes sefiales en la region 5° UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codon de inicio:
Mayusculas. Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codoén de paro:
Mayusculas. Sefial poliA: Mayusculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Figura 33. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas del citoesqueleto. Los seis nucleétidos que forman el bucle apical de
los IRE canonicos estdn subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en la
posicion 1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucleotidos U-A/A-U en
rectdngulo indican nucledtidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros rellenos
indican nucleotidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha curva
grande indica la orientacion de la secuencia de 5' a 3' o de 3' a 5'. El motivo especifico de
protozoos GUU/UUG se indica con flechas pequeias. Los cuadrados negros rellenos
muestran residuos similares a los informados para la burbuja del IRE- tvcp4. Asterisco: El
residuo U conservado en IRE candnicos. Los pequefios triangulos muestran el residuo A
conservado en un motivo especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado indica el
residuo desapareado en la posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre; en este caso,
una reduccion de dG (dG negativa) es una condicion necesaria para la espontaneidad de la
formacion de la estructura.
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Cuadro 12. Delimitacion de secuencias de G. duodenalis que codifican a proteinas del metabolismo

Nombre comiin Gen ID Region Secuencia Delimitada

Glucosamine-6-phosphate deaminase GL50803 8245 5'"CR ccucgccaaaalujaaaa AUGcecguccauccacgucuccaaaugegeuga
uccagccauaaagecuugeccaccguauc

Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase GL50803 17063 5'"CR cgaagugaaauuacaacauuuugcecccaauaalajuuaaAUGucugugg
uccacgegecuauagacggeugucacgcg

Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase GL50803 17063 3'CR cuacaagaaguacagcgaaaugcaggcgaccgecaaggeggagUAAgeAG
UGAAcuuuca[u]uucaugucugggcgg

Thioredoxin reductase GL50803 9827 5'CR acgagcauu/ufuuaaAUGuccacucagcgecacgucaggaucggaaucau
cggecggaggeccugeaggecucacuge

Thioredoxin reductase GL50803 9827 3’CR/UTR  aaggcggcacucgacgeccgagegeuggeuugecaugeaggagUAAGUA

AAuggcagegggccug[u]ggcuccaguucagecgaaaggauageuggggeg
aggggaugu

Delimitacion de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteinas del metabolismo en G. duodenalis. Se
indican las siguientes sefiales en la region 5° UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Region rica en T/A: Cursivas. Codon de inicio:
Mayusculas. Inicio de transcripcion: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la region 3’UTR: Codon de paro:
Mayusculas. Sefial poliA: Mayusculas y subrayadas. Término de la transcripcion: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas.
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Figura 34. Prediccion de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis que
codifican proteinas del metabolismo. Los seis nucle6tidos que forman el bucle apical de
los IRE candnicos estan subrayados. La linea de puntos en el bucle indica los residuos en
la posicion 1-5 que forman un pseudotriloop (G-C/C-G o G-U). Los nucledtidos U-A/A-
U en rectangulo indican nucleo6tidos conservados en el tallo superior. Los circulos negros
rellenos indican nucledtidos similares al motivo humano consenso CAGUGN y una flecha
curva grande indica la orientacion de la secuencia de 5' a 3' o de 3' a 5'. El motivo
especifico de protozoos GUU/UUG se indica con flechas pequenas. Los cuadrados negros
rellenos muestran residuos similares a los informados para la burbuja del IRE- #vep4.
Asterisco: El residuo U conservado en IRE candnicos. Los pequefios tridngulos muestran
el residuo A conservado en un motivo especifico de protozoos. El residuo C o G subrayado
indica el residuo desapareado en la posicion 8. dG, energia libre de Gibbs o entalpia libre;
en este caso, una reduccion de dG (dG negativa) es una condicion necesaria para la
espontaneidad de la formacion de la estructura.
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Es posible que G. duodenalis contenga diferentes tipos de estructuras similares al IRE en
los primordios que evolucionaron hasta alcanzar la secuencia canonica reportada para los
metazoos. Ademas, se realizo un andlisis en el servidor web SIREs, aunque no todas las
estructuras tallo-burbuja analizadas por zuker mostraron la formacién de IREs en el
servidor web SIREs, algunos de ellos (Cuadro 13), como Pyruvate-flavodoxin
oxidoreductase GL50803 114609 (Figura 35), Cathepsin L precursor GL50803 3169
(Figura 36), Cathepsin L-like protease GL50803 3099 (Figura 37), Hypothetical protein
GL50803 113303 (Figura 38), Ribosomal protein L7a GL50803 17244 (Figura 39),
Ribosomal protein LI12 GL50803 14938 (Figura 40), y Actin-related protein
GL50803 8726 (Figura 41) mostraron la formacion IREs tipicos de metazoos. Por lo
tanto, es posible que una proteina de unién al RNA o tipo IRP de Giardia reconozca la
secuencia en la estructura de bucle o tallo. Los datos en este trabajo muestran evidencia
in silico de elementos cis tales como estructuras similares a IRE en G. duodenalis, que
estan presentes en los RNAm que codifican varios grupos de proteinas, incluidos aquellos
involucrados en la virulencia. Como se menciond anteriormente, nuestros resultados
muestran que los cuatros genes estan regulados negativamente por hierro, ademas, pueden
formar estructuras tipo IRE. El gen de Actina (GL50803 40817) formd en el extremo 3°
una estructura que posee en la burbuja una secuencia atipica al consenso de humano
(Henderson y col, 1996), asi como los residuos U-A conservados en el tallo superior
(Volz, 2008). Por otro lado, Glucosamina 6 fosfato desaminasa (GL50803 10829) en el
extremo 3' presentd una estructura tipo IRE, con un motivo AUU en la burbuja similar al
motivo GUU que es especifico para parasitos protozoarios (Torres-Romero y Arroyo,
2009). Ademas, en el extremo 3' del gen de Citocromo b5 (GL50803 9089) se encontrd
una estructura tallo-burbuja con un nucleoétido no apareado en el tallo, asi como el motivo
AUU en la burbuja similar al motivo GUU que es especifico para pardsitos protozoarios
(Torres-Romero y Arroyo, 2009) Finalmente, en el gen de Subtilisina (GL50803 114625)
se formo una estructura tallo-burbuja en la region 3 'no codificante, donde se encontr6 en
el tallo un motivo similar al GGCACA reportado en la tvep-4 (Solano-Gonzalez y col,

2007). Por lo tanto, debido a la presencia de una estructura similar al IRE en el extremo
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3’'UTR del RNAm y la regulacion negativa observada por hierro, estos genes podrian ser
regulados a nivel postranscripcional por el sistema IRE / IRP (Figura 42), asi como el
receptor de transferrina que contiene cinco estructuras IRE en la region 3'-UTR y en
condiciones de bajo hierro, la proteina similar a IRP se puede unir a las estructuras tallo-
burbuja, dando estabilidad al RNAm y llevando a cabo su traduccion (Pantapoulos, 2004).
Probablemente, el hecho de que G. duodenalis regule varios genes de acuerdo con las
condiciones del hierro representa un mecanismo regulador tipo IRE / IRP primitivo, en

sus primeras etapas de evolucion.
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Cuadro 13. Estructuras IRE-like predichas por el servidor web SIRES de algunos RNAm de G. duodenalis

Nombre comun

Gen ID Secuencia del IRE

Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
Cathepsin L precursor

Cathepsin L-like protease
Hypothetical protein

Ribosomal protein L7a

Ribosomal protein L12

Actin-related protein

GL50803_ 114609 TGCCTGCCACGCGCAGAGCTACGTGAGCAAG

GL50803 3169 GAAAGGTTCGCAACCAGGGGGTCTGCGGGTGCT
GL50803_3099 GTAATTCCCACTGTAGAATTGGAGGAAAACT
GL50803 113303 CCTTCCCCCTTGCGGGAGGGTGACGACCAGA
GL50803 17244 TCTTATGCGCGAGGAGCCGTCCGCTGACCGC
GL50803 14938 GGTCTTCCGCCCAAAGTTGTTGGTGAGAAGA
GL50803 8726 AGCAGAGCCAGGTGGGAGCATCTAGCATGCCG
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Sequence ID

Pyruvate-flavodowin axidoreductase [GLS0803_114609]1-4002

Sequence Context

Position in sequence: 1650-1681

151& GRCCECETEEEET RO GRR TGO AR CRRCTICERAGT T CRRCEECRRGRRCTOCEGECEET 1575
157& T e T e e B e 1835
1e3e GRGECCEEETRATSTITEGCCTECCRCEIGCRE TRCETGRFCARCTTCRRCETCCTCCRT 1835
1&5& FECRTCRRGEREERTEEETICTIITEICCTE CEERGCRTGATACEETCERGRITCTIC 1755
175& R ER R CTAT CT T GO O GR R TR A R GECRCRT TGO DO R R RRCATCOERETCTRT 1815
Download in FASTA format
Overall Quality: Low
SIRES Prediction | RMAfold Prediction E]
Report

Click on the fastures bo lesrm wiat they
T

SIREs Prediction

Loop & of the canonical type_ Matif

class: 2
One Mismatch

Ho ¥ Bulges

Hrsisas

1 GU Pair

SIREs. Prediction vs. RMAFold Prediction

D Loop does HOT match the RHAFold

predictian

Pair Wgs In e upper Mem fa o2

®-
. GLWUG Paiing
O EulgaiMizsmateh

HOT match the RHAFold prediction
D CB Bulze is HOTpresent in the

AMAFold prediction

Free Energy

Free Energy: -1.00 kcal/mal
pownload in as an image or in Vienna format

Figura 35. Analisis en SIREs de la secuencia Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
(GL50803 114609) de G. duodenalis. El servidor web SIREs form6 una estructura tallo
burbuja en la secuencia GL50803 114609 del nucledtido 1649 al1680, el extremo 5’ es
el mas estable (Campillos y col., 2010).
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Cathepsin L precursor [GLS0803_316%)1-1935

Sequence Context

Position in sequence: 7O2-734
5&8 TR T TR TR T C IR GC TR AT IO OGO TCGRARCT G CATGCACTRACGRTETRC 827
628 AT O TTICT O C TT T AT AT OGATTCCGTTEI CTGCEGATTTECGCERR 887
cae TTOoLOCTTLTACD IO LA L oo T T e e e T B T e TR r LA TER T —47
742 TR T T AT TR R GG TAT FRC OO GET O ACRCRRR CTTRCTTTARACRCRAL DR 807
BOB AR GT TR e L O T T AR R A TE TR GR O CTTAT TG T ITCOGRGCRGTRACATRRTEREC ge7

Download in FASTA format

Overall Quality: Low

SIREs Prediction | RMAfold Prediction E]

Report

Click on the features bo learn what they
mean

SIREs Prediction
This loop Type was derived from
SELEY Experiments. Motil class: &
2 Ho Mismatches
Y Bulge at pastion I1b
Elrsisac
1 GU Pair

SIREs Prediction vs. RMAFold Prediction

D Loop does HOT match the RHAFold

. heienl Lonn predictian

. cE Pairings in the upper stem match
the RHAFald prediction

. GLVLS Paiing

D CB Bulge is NOTpresent in the

AMAFold prediction

Free Energy

Free Energy: -1.90 kcal/mal

Download in as an image or in Vienna format

Top

Figura 36. Analisis en SIREs de la secuencia Cathepsin L precursor (GL50803_3169)
de G. duodenalis. El servidor web SIREs form6 una estructura tallo burbuja en la
secuencia GL50803 3169 del nucleotido 700 al 733, el extremo 3’ es el mas estable
(Campillos y col., 2010).
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Cathepsin L-like protease (GLS0E03_3095)1-1530

Sequence Context

Position in sequence: 668-59%

434 CITRCEERAGTCCRCTTEECACACRCACRGECCTCCTECACETCTCTGAGERETTIGRAR 453

4c4 TCTTGRECTCCE
554 ACCRCCTERCEEES

CTGTA

CTCTECTCRRCT EECRRCETEETEOGATTIGRT
ARAACTTTCCTTACAGTTTER 813

TLRTG 553

£l4d GFIGRCLLTRCTER GO OO GCRCROCCOCTRCARCCTECEATTCCRCOCGREE &73
£74 A TR T CTT O R R TTTAT IO TR C AR R TR EEECRTRR A CIREEEETCRTRETED 733

Dowmnload in FASTA format

Overall Quality: Low

SIRES Prediction | RrAfold Prediction

@ -
. GLVL Paiing
O EddgaMssmabch

Download in a5 an image or in Vienna format

Report

Click on the festures bo learn what they
rTan

SIREs Prediction
This loop Type was derived from
SELEX Experiments. Motif class: 11
One Mismatch
Ho I Bulges
HFrssas
2 GU Pairs
SIREs Prediction vs. RMAFold Prediction
Loop matches the RHARald
prediction
Pairings in the upper stem does
HOT match the RHAFold prediction
D CB Bulge is NOTpresent in the
AMAFold prediction

Free Energy
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Figura 37. Analisis en SIREs de la secuencia de Cathepsin L-like protease
(GL50803_3099) de G. duodenalis. El servidor web SIREs form6 una estructura tallo
burbuja en la secuencia GL50803 3099 del nucledtido 567 al 598, el extremo 5’ es el més

estable (Campillos y col., 2010).
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Sequence ID

hypothetical protein [GLS0B03 1133031 -26E5

Sequence Context

Position in sequence: 175-206

41 TIITTATTCCRCEECTT TOCCTGOEEEATT OO TECAGETCTCOCTGOGCCACTECTCCE 100
101 R e L R TR L L A T R O e E TR T C TR CCATICTTACTRATTECTRTATEECE 1&0
1gl LT a0 0 e Y S T P 220
221 oA T T T T AR CGRETACA R O T TCCOCA TEERACOCGRACRRCEOR 220
281 AT T CACCCEOEC R G TCCCTACC R A ST TC R CCTRCCCEEECCRCOEETECRTCCRER 340

Download in FASTA format

Overall Quality: Low

SIREs Prediction || RMAfold Prediction E]
Report

Click on the features bo learn what they
mean

SIREs Prediction
This loop Type was derived from
SELEX Experiments. Motif class: 16
One Mismatch
Ho ¥ Bulges
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preoichian

Pair Wgs Im e upper stem i [
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pownload in as an image or in Vienna format

Figura 38. Analisis en SIREs de la secuencia de Hypothetical protein
(GL50803_113303) de G. duodenalis. El servidor web SIREs formo una estructura tallo
burbuja en la secuencia GL50803 113303 del nucleotido 174 al 205, el extremo 3’ es el
mas estable (Campillos y col., 2010).
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Sequence ID

Ribosomal probein L7a (GLSO803_17744)1-1027

Sequence Context
Position in sequence: 553-584
215 R AR O T T O AR R T T R R RO TT G T CATC RO T CTRETAT CRGRCECR 478
173 TR AT T T O EAG R G R R RO AR RO T TG IO CTCRT TR AR ATERT ETOGRCC 538
533 CoCT TEARCTATGT T T TAT GO CEAGERGCOETOOGCTEACCGCACRCACCTCTGATIG 558
555 T IGT T T IGT o R TR T TR TCT TCRACCTRACRRCTGRCOCRCRGCTC &58
BSS AL TT I EECTT o CC R AT G TCRCARGE TR T OCCETROGCCATCOET TOECRT 718
Download iin FASTA format
Overall Quality: Low
SIREs Prediction | RMAfold Prediction
Report
Click on the featunes b lesrn what they
meaan

SIREs Prediction
Thi loop Type was derived from
SELEY Experiments. Motil class: 14

o Onie Mismatch

Ho ¥ Gulges
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D Loop does HOT match the RHAFold
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Pair WES N UNE upper siEm s

HOT match the RHAFold prediction

. GLWUG Pairng
O BulgaiMissmatch

CB Bulge is pres=nt in the RMAFald
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Tzp

Figura 39. Analisis en SIREs de la secuencia de Ribosomal protein L7a
(GL50803_17244) de G. duodenalis. El servidor web SIREs form6 una estructura tallo
burbuja en la secuencia GL50803 17244 del nucledtido 552 al 583, el extremo 5’ es el
mas estable (Campillos y col., 2010).
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Sequence ID

Ribosomal pratsin L12 (GLS0B03_14938)1-78%

Sequence Context
Position in sequence: I16-157
Sz AT T CRCRCET TR ETTT ICCAG R ERCAR TR OO CAGR GO TEATCCTRARCGCIRACRGR 151
152 TACTTCICTATT I GCECCTC R GEECEEEATAATOCCOGCECCRAATRCCCTTGETCCRR 211
212 A AT CGEECCCTRCEETC IO RO C R R A S TTETT ST ERGRA A TCCRCERGECTRCRD 271
272 A EE TR REEERTCO GO T GA AR T OO CATCET CTCAR A R A TR ER CRECIGRCRSE 331
33z I GI TG R CC AR IO TG I TC T T IO GEC TCT CEECERGEET CCTCR R 331

Download in FASTA format

Overall Quality:

SIREs Pradiction || RMAfold Prediction E]
Report
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This Loop Type was derived from
SELEY Experiments. Motif class: 19
Onie Mismatch
Ho ¥ Gulges
Hrsigeac

1 GU Pair

SIREs Prediction vs. RMAFold Prediction

Loop matches the RHAFald

predictian

Pair WIS In NE upper sleEm match

the RHAFald predictian

. GLWUG Pairng
O EulgiaMissmaten

D CR Bulze is HOTpresent in the

RMAFold prediction

Free Energy

Free Energy: -1.20 kcal/mal
pownload in as an image or in ¥ienna format

il

Figura 40. Analisis en SIREs de la secuencia de Ribosomal protein LI12
(GL50803 14938) de G. duodenalis. El servidor web SIREs formoé una estructura tallo
burbuja en la secuencia GL50803 14938 del nucledtido 225 al 256, el extremo 5’ es el
mas estable (Campillos y col., 2010).
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Sequentce ID
Artin related protein (GLS0803_BT24)1-3147
Sequence Context

Pasition in sequence: 1311-1543

1377 T EC R AGEITTGT TAGC T CTCAGET GO C AR R T TIAGATAAGACGATRCETCRATCTACT 143¢
1437 T T CATACCTETECACACRGEAC R AT TCAGACAGAGTGCARRTTCGCITEEEATARE 1486
1457 CATAGCEEARRT RO Gr LG GO CACET BEEAGCAT CTAGCATGCCGERACCAGCCTACAT 155€
1557 ATCGECACTAGTITTCARTEACCT TTACARGCITCCTACCECTACAGACEECCEEARAGRAE 1ELE
11T ACEC AT ACATGATGCTATC T EERCRTGCAT CACAR CAGAGECCARTCIGAGTRACRTZEC 1ETE

Doemload in FASTA FL‘-"IId'.

overall Quality: Low

SIREs Prediction || RMAfold Prediction

Download in as an image or in Yienna format
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mean
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Figura 41. Analisis en SIREs de la secuencia de Actin-related protein (GL50803 8726)

de G. duodenalis. El servidor web SIREs form6 una estructura tallo burbuja en la

secuencia GL50803 8726 del nucledtido 1510 al 1542, el extremo 3’ es el mas estable

(Campillos y col., 2010).
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Figura 42. Posible mecanismo de regulacion tipo IRE/IRP en G. duodenalis.

Regulacion postranscripcional por hierro sugerida para los transcritos Actina,

Glucosamina 6 fosfato desaminasa, Citocromo b5y Subtilisina, los cuales poseen un IRE-

like en su extremo 3’-UTR. A) En bajas concentraciones de hierro IRP-like tiene una

conformacion adecuada que le permite unirse al IRE-like del transcrito estabilizdndolo y

permitiendo la traduccidon. B) Sin embargo, en altas concentraciones de hierro del medio

IRP-like no puede unirse al IRE-like del RNAm, exponiéndolo a la accion de las RNAasas

permitiendo su degradacion.
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IX CONCLUSIONES

El hierro afecta el crecimiento y la viabilidad de G. duodenalis ya que en
condiciones restringidas de hierro no se observé crecimiento en el cultivo mientras
que en condiciones de alto hierro (300 uM) se observdo un aumento en el
crecimiento y la viabilidad. Ademas, el parasito puede adaptarse a las diferentes
concentraciones de este metal.

El hierro es un elemento que afecta los mecanismos de citoadherencia y
citotoxicidad de G. duodenalis ya que al interaccionar el parasito con células HT-
29, se observo una mayor adhesion y mayor dafio sobre las células intestinales.
Los transcritos Actina, Citocromo b5, Glucosamina 6 fosfato desaminasa y
Subtilisina son regulados negativamente por hierro, debido a que se
sobreexpresaron en condiciones de bajo contenido de este metal.

La presencia de estructuras tallo-burbuja en diversos RNAm de virulencia,
ribosomal, citoesqueleto y enzimas metabdlicas, especificamente en Actina,
Citocromo b5, Glucosamina 6 fosfato desaminasa y Subtilisina que son regulados
por el hierro, sugieren la existencia de un mecanismo de regulacion

postranscripcional tipo IRE/IRP en este protozoario en su forma mas primitiva.
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XI ABREVIATURAS
A: adenina
ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
APS: persulfato de amonio
C: citosina
°C: grados centigrados
DNA: 4cido desoxirribonucleico
G: guanina
h: hora
H20: agua
HCI: 4cido clorhidrico
IPTG: isopropil-p-D-1-tiogalactopitandsido
IRE: elementos de respuesta al hierro
IRP: proteinas reguladoras por hierro
M: molar
Mbp: mega pares de bases
min: minutos
mL: mililitros
mM: milimolar
pL: microlitros
nt: nucleodtidos
pb: par de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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pH: potencial de hidrégeno

PBS: solucion amortiguadora de fosfatos

RNAm: acido ribonucleico mensajero

rpm: revoluciones por minuto

s: segundos

TBE: solucion amortiguadora de Tris, borato y EDTA
UTR: region no codificante

UV: ultravioleta

V: voltios
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1. Stem-Loop Structures in Iron-Regulated mRNAs of Giardia duodenalis
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culture medi Additionally, the iron modulation of three genes was determined by RT-PCR assays.
The results suggested that Actin, glucosamine-6-phosphate deaminase, and cytochrome b5 mRNA were
down-regulated by iron. To investigate the presence of IRE-like structures, in silico analyses were
performed for different mRNAs from the Giardia genome database. The Zuker mfold v2.4 web server
and thcorehcal analysis were used to predict the secondary structures of the 91 mRNAs analyzed.
gly, the iron-induced gulation of the genes analy ds to the location of
the stem-loop structures found in their UTR regions. In conclusion, iron modulates the growth and
expression of specific genes, likely due to the presence of IRE-like structures in G. duodenalis mRNAs.

P
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1. Introduction

Giardia duodenalis is the etiologic agent of giardiasis, one of the most common causes
of waterborne and foodborne infections, which is characterized by extensive diarrhea [1].
Approximately 200 million people are infected with G. duodenalis annually, mainly in
Latin America, Asia, and Africa [2,3]. G. duodenalis is nf biological interest since this
parasite occupies a key point of the evol y prokaryotes and
eukaryotes. It has similar properties to prokaryotic cells, such as a lack of mitochondria
and peroxisomes as well as bacterial-type metabolic enzymes. However, it belongs to
the first-known divergent eukaryotic lineage [4-6]. M er, in G. duodenalis, the great

Int. ]. Environ. Res. Public Health 2023, 20, 3556. https:/ /doi.org/10.3390/ijerph20043556

https://www.mdpi.com/journal/ijerph

177



Int. J. Environ. Res. Public Health 2023, 20, 3556 20f13

need for iron is reflected in the anemia it causes, especially in children with giardiasis [7].
After treatment with metronidazole, an increase in hemoglobin in the cured children’s
blood is observed [8,9]. The likelihood of giardiasis occurring is higher in malnourished
individuals [7,10]. Thus, iron could play a key role in Giardia virulence [8-11]. Despite
this, there are almost no studies regarding the effect of iron on the growth, gene expression,
or regulatory mechanisms in Giardia. Recently, Peirasmaki et al. (2020) [12] reported on
the expression of many putative giardial virulence factors in free-iron levels detected by
RNAseq experiments [12]; however, the iron regulatory mechanism remains unknown.

Iron is an essential element for all living organisms. Because both a deficiency in
and surplus of iron are harmful, the absorption, concentration, and redox status should
be carefully regulated [13-16]. The post-transcriptional regulation carried out by the
IRE/IRP system is the most studied iron regulatory mechanism in mammalian cells. This
mechanism consists of cytoplasmic iron regulatory proteins (IRPs) that interact with iron-
responsive elements (IREs), which are conserved stem-loop structures found in untrans-
lated regions (UTRs) of the mRNA-encoding proteins related to iron homeostasis [13-16].
In protozoans such as T. vaginalis and E. histolytica, iron affects growth and pathogenicity
mechanisms [17-21], as well as the expression of some mRNA-encoding virulence pro-
teins [18,22-26]. In T. vaginalis, the presence of IRE-like structures in tocp4 and tocpl2
mRNAs that are differentially regulated by iron at the post-transcriptional level [23,27,28],
as well as the presence of a 135 kDa a-actinin that behaves similarly to an RNA-binding pro-
tein under iron-restricted conditions and binds to these structures, have been reported [29].

However, in G. duodenalis, the presence of IRE-like structures in some of its mRNAs has
not been reported. Infection with G. duodenalis is closely related to malnutrition in children,
reflecting the clinical importance of the need for iron in the case of being infected with this
parasite. Despite this, studies related to the effect of iron on the growth or pathogenicity of
the parasite or the modulation of the gene expression under different iron concentrations
have not been reported regarding this parasite. Thus, this work aimed to determine the
effect of iron on parasite growth and gene expression and to search for the presence of
IRE-like structures through an in silico analysis of Giardia mRNAs. The results suggest
that iron modulates the growth and expression of specific genes, likely due to the presence
of IRE-like structures in G. duodenalis mRNAs. This study on the effect of iron on the
regulatory system in G. duodenalis aims to help us understand the evolutionary process of
iron regulation and the biology of the parasite.

2. Materials and Methods
2.1. Parasite Cultures

The WB isolate of G. duodenalis was axenically grown in TYI-5-33 medium enriched
with 10% fetal bovine serum (Gibco, Thermofisher, Lifetehcnologies Corporation, Grans
Island, NY, USA), 1 g/L bile (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH 7.0, and 50 pg/mL
gentamicin and filtered through 0.45 um membrane (Merck Millipore Ltd., Tullagreen,
Carrigtwohill, Co. Cork, IRL). The trophozoites of Giardia were harvested at 4 °C and
centrifuged at 432 sp. gr. for 5 min [30]. Then, the supernatant was decanted; the pellet was
resuspended in 1.5 mL of bovine fetal serum, homogenized and resuspended in 13.5 mL of
a new culture medium, and incubated at 37 °C for 24 h [31]. To obtain high iron condition
(HI) parasite cultures, 200, 300, and 500 uM of ferrous ammonium citrate (Sigma-Aldrich)
were added to the medium, or Chelex-100 resin (BioRad, Hercules, CA, USA) was added to
obtain an iron-restricted (IR) parasite culture (7.7 uM final concentration) [26,30,31]. The
parasites were treated with 0.5 g/100 mL Chelex-100 and sterilized after the removal of
the resin by filtration. The final concentration of iron in the cultures was measured by a
spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

2.2. Iron Effect on the G. duodenalis Growth

To analyze the effect of iron on the G. duodenalis growth, the culture medium TYI-S-33
was obtained under normal iron conditions (NI, 100 uM), as described above [30,31]. To
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perform the growth kinetics, 5.0 x 10° trophozoites grown under NI conditions were
inoculated in different iron conditions (0, HI, and IR) and incubated up to 120 hat 37 °C.
Then, the cultures in the different iron conditions were centrifuged at 432 sp. gr. at4 °C
for 5 min. The pellet was washed with 1x PBS and homogenized, and the parasites were
counted in the Neubauer chamber. The viability of G. duodenalis was evaluated by the
trypan blue method in an inverted microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

2.3. Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) Assays

The total RNA from 2 x 107 parasites grown in IR (7.7 uM) and HI (300 uM) con-
ditions was obtained using the TRIzol reagent (Sigma-Aldrich). For RT-PCR assays,
RNA treated with DNase I to remove contaminating DNA was reverse-transcribed us-
ing AMV (Avian Myeloblastosis Virus, MI, USA) reverse transcriptase and an oligo (dT)
primer (Thermo Scientific). Primers for amplifying Actin, cytochrome b5, and glucosamine-6-
phosphate deaminase mRNA fragments were designed using Oligo 7.2 Software (Molecular
Biology Insights, Inc., Cascade, CO, USA), according to the published sequence in the
database of the G. duodenalis genome [30,31] (ID GL50803_40817, ID GL50803_9089, and
GL50803_114625, respectively). The primers were used to amplify a 296 bp fragment of the
Actin gene (5'-GAGAAAAGATTTGCCAGA-3' forward and 5'-CTCTTTTATATCACGCAC-
3’ reverse), a 419 bp fragment of the cytochrome b5 gene (5'-AATTTTAATGAGTGAACA-
3’ forward and 5-ATTGTTTACTTTCTCGCC-3' reverse), and a 350 bp fragment of the
glucosamine-6-phosphate deaminase gene (5'-AGCAAGGTCAATATAAAG-3' forward and
5'-CCTCACACTTGCTCTCAC-3' reverse). A 507 bp amplicon of the G. duodenalis B-tubulin
mRNA (5-AGATCGTCCACATCCAGGCA-3' forward and 5'-CTTCGGGGACGGGACGA-
CGG-3' reverse) was used as an internal control. The PCR conditions for Actin were
28 cycles of 94 °C for 455, 47.7 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min, followed by a final extension
step of a single cycle at 72 °C for 5 min. The PCR conditions for cytochrome b5 were 28 cycles
of 94 °C for 45 s, 50.6 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min, followed by a final extension step of
a single cycle at 72 °C for 5 min. The PCR conditions for glucosamine-6-phosphate deaminase
were 26 cycles of 94 °C for 45 s, 47.8 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min, followed by a final
extension step of a single cycle at 72 °C for 5 min. The amplicons were analyzed on a 1%
agarose gel with gel red staining (Biotium, Fremont, CA, USA). A densitometric analysis
using a GelDoc (Bio-Rad) and Quantity One-4.6.3 1-D Analysis Software (Biolinx labsys-
tems, Mahape, Navi Mumbai, India) was performed. The values for p-tubulin expression
were used to normalize the results of the Actin, cytochrome b5, and glucosamine 6 phosphate
deaminase mRNAs expression under both iron conditions tested [26].

2.4. Prediction of Stem—Loop Structures in G. duodenalis mRNAs

To obtain the sequences that encode the virulence, cytoskeleton, ribosomal, and
metabolic proteins, we used the database of the G. duodenalis genome (http://dgiardiadb.
org/giardiadb/, accessed on 18 July 2021) [32,33]. The ends of the sequences were
delineated in the following manner. The 5'-UTR region was described according to
the Knodler and Elmendorf reports [34,35]. These authors propose A/T-rich regions
as a transcription initiator. An A in the middle of the A/T-rich sequence could be
the best transcription start site [36]. In the 3’-UTR region, the polyA AGTPuAA con-
sensus signal was searched [37], which is slightly degenerated in positions 1, 2, and
3, as well as the ATGGAA signal located 9-13 bp upstream from where polyadenyla-
tion is carried out [38]. In addition, the reported motifs, as putative polyadenylation
signals (AGUGAA, GUGAAC, of which AGUGAA is the most common motif identi-
fied in G. duodenlis), were searched according to Franzen et al., 2013 [39]. Once the se-
quences were delineated, the secondary structures were analyzed by the Zuker mfold pro-
gram (http:/ /www.unafold.org/mfold /applications /rna-folding-form.php, accessed on
20 July 2021) [40].
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3. Results
3.1. Iron Affects the Growth and Viability of G. duodenalis

To elucidate the effect of iron on the growth of G. duodenalis, the growth kinetics
were determined at different iron culture concentrations (0, 7.7, 100, 200, 300, and 500 uM)
for up to 120 h at 37 °C; the number, viability, and morphology of the parasites were
evaluated using an inverted microscope (Leica). After 24 h (t;), the number of parasites was
7.6 x 10° trophozoites under IR (7.7 uM), 8.2 x 10° trophozoites in NI (100 uM), 7.2 x 106,
7.1 x 10°,and 7.2 x 10° trophozoites under HI (200, 300, and 500 uM of iron), and 7.5 x 10*
trophozoites in the control culture without iron. When the incubation time was extended
(tz = 48 h), the number of parasites increased, meaning that there was a greater number of
parasites under IR conditions than there was under HI conditions. The parasite number
reached its maximum value after being cultured for 72 h: 16.6 x 10° trophozoites under IR
(7.7 uM); 22.1 x 10° trophozoites in NI (100 uM); and 15.9 x 10°,19.5 x 10°, and 17.2 x 10°
trophozoites under HI (200, 300, and 500 uM of iron). However, after 96 h and 120 h, the
number of parasites decreased in all iron conditions, possibly suggesting that the parasite
can adapt to different iron conditions. Thus, in the absence of iron, a drastic reduction in
parasite growth was observed in the 7.7 to 100 uM range (Figure 1), suggesting that iron is
an important element for the growth of G. duodenalis trophozoites. However, the parasite
can adapt to different iron concentrations from 7.7 up to 500 uM (Figure 1).

24 48 72 96 120 144 168
Time (h)

== without iron supplementation
mmm Iron restricted (IR, 7.7 yM)
=1 Normal iron (NR, 100 yM)
=2 High iron (HI, ZOOuM;

== High iron (HI, 300 uM

mmm High iron (HI, 500 uM)

Figure 1. Iron’s effect on the growth and viability of G. duodenalis. The culture was initiated by
inoculating 5 x 10° trophozoites into 15 mL of culture media. As indicated, the Giardia growth was
measured when grown in the medium supplemented with different iron concentrations. Experiments
were performed in triplicate. Statistical significance is indicated with an asterisk.
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3.2. Actin-Related Protein, Cytochrome b5, and Glucosamine-6-Phosphate Deaminase Are
Differentially Modulated by Iron

To investigate whether iron affects G. duodenalis virulence genes, as has been reported
in E. histolytica and T. vaginalis [18,21,23,26], we performed semiquantitative RT-PCR assays
of Actin, cytochrome b5, and glucosamine-6-phosphate deaminase to demonstrate iron regulation.
All three genes were negatively regulated by iron, showing overexpression under IR
conditions (Figure 2A-F). The expression of these three genes was similar to that of the
E. histolytica Ehhmbp26 gene [24], whose RNA sequence formed two IRE-like hairpins at both
UTRs. However, the IRE-like structure at the 3’ UTR appeared to be more stable [26]. Thus,
we hypothesize that these giardial iron-downregulated genes have stem-loop structures in
the mRNA of their UTRs.
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Iron restricted High iron (bp) 75
2 ] = lron restricted
o I -
£
— — K
1 2
]
Iron condition
D)
128 Cytochrome
bs
100
. & 5 A
Iron restricted High iron 5 = Iron restricted
Cytochrome b5 * 419 R Hghlon
1 2 0
Iron condition
Glucosamine 6
F) 160 phosphate deaminase
75
®p) |
Iron restricted High iron &£ - & Won reibiond
Glucosamine 6 =¢ 150 g High iron
phosphate £
deaminase ® 25
1 2 0 e
Iron condition

Figure 2. Iron conditions differentially modulate Actin, Cytochrome b5, and Glucosamine 6 phosphate
deaminase. (A) Semiquantitative RT-PCR assays with Actin gene-specific primers using cONA from
parasites grown under iron-restricted (7.7 mM; lane 1) and high-iron (300 mM; lane 2) conditions.
The B-tubulin gene was used as an internal control. The sizes of the amplicons are given in bp.
(B) Densitometric analysis using a GelDoc (BioRad) with Quantity One-4.6.3 1-D Analysis Software.
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(C) Semiquantitative RT-PCR assays with specific primers for the Cytochrome b5 gene using cDNA
from parasites grown under iron-restricted (7.7 mM; lane 1) and high-iron (300 mM; lane 2) conditions.
The B-tubulin gene was used as an internal control. The sizes of the amplicons are given in bp.
(D) Densitometric analysis using a GelDoc (BioRad) with Quantity One-4.6.3 1-D Analysis Software.
(E) Semiquantitative RT-PCR assays with specific primers for Gluc ine-6-phosphate deaminase using
cDNA from parasites grown under iron-restricted (7.7 mM; lane 1) and hlgh-uon (300 mM; lane 2)
conditions. The B-fubulin gene was used as an internal control. The sizes of the amplicons are given
in bp. (F) Densitometric analysis was performed using a GelDoc (BioRad) with Quantity One-4.6.3
1-D Analysis Software. Values of -tubulin expression were used to normalize the results of Actin,
Cytochrome b5, and Glucosamine-6-phosphate deaminase mRNA expression under both iron conditions.

¥ ¥

Experiments were performed in triplicate.

3.3. Presence of Stem—Loop Structures in G. duodenalis mRNAs

To search for the mRNA-stem-loop elements involved in iron regulation, we per-
formed a bioinformatic analysis of the Giardia genome sequence, selecting various viru-
lence, ribosomal, cytoskeleton, and metabolic enzyme mRNAs. First, the untranslated
regions were identified and delineated, as has been reported [30—40]. Giardia genes have
a short 6 nt sequence at the 5 UTR mRNA that can act as a ribosomal anchoring site for
protein synthesis [41]. The promoter regions of this parasite appear to be very compact,
and the intergenic regions are very short (sometimes less than 250 bp). This parasite con-
tains short (1-6 nt) UTR regions. However, these regions have the elements required for
transcriptional regulation—specifically, an A /T-rich region. The initiator element of this
parasite consists of 8-11 nt (position —30 in ATTAAAA) [34-39,42] with its variants. An A
in the middle of the A /T-rich sequence could be the best transcription initiation site [34].
Holberton and Marshall [42] suggested that the transcription initiation site sequence is
composed of nine bases (AATTAAAAA) and is associated with other sequences, such as
the CAATTT promoter.

In addition, a potential polyadenylation signal 20-30 nt downstream from the stop
codon (AGTPuAApy) has been reported [38]. In the 3’ UTR signal, the consensus poly A
AGTPuAA [33] has been found and is slightly degenerated in positions one, two, and
three; an ATGGAA signal located 9-13 nt upstream from the polyadenylation site has also
been detected [36]. In addition, Franzen et al. (2013) reported putative polyadenylation
signals as motifs of AGUGAA and GUGAAC, of which AGUGAA is the most common
motif identified in G. duodenalis [39]. The tetranucleotide sequence UAAA has been shared
by several motifs as part of the canonical eukaryotic polyadenylation signal (AAUAAA),
suggesting that G. duodenalis polyadenylation signals may be more similar to the canonic
eukaryotic AAUAAA than had been previously recognized. Moreover, in that study, a
subset of genes was missing any clear motif, suggesting that a strict polyadenylation may
not be required for proper 3’ end formation, which occurs in higher eukaryotes (Franzen
et al., 2013) [39]. According to previous reports, in this work, the 5’ and 3’ UTRs were
delineated (Tables S1-S3, available in the online Supplementary Materials). Thereby, the
delineated regions of the 5" and 3’ UTRs were used to search for the formation of a stem-
loop structure using Zuker mfold v2.4 webserver [40]. In this analysis, 91 sequences formed
hairpin IRE-like secondary structures. Interestingly, 38 of the 91 mRNAs showed stem-
loop structures at both the 5’ and 3’ UTRs in all of the analyzed groups. However, we
observed increased stability for one of the two structures formed in one of the UTRs for each
mRNA. This stability is based on dG and the presence of reported motifs (a reduction in dG
(negative dG) is a necessary condition for the spontaneity of the structure’s formation) [40].

As expected, the three genes downregulated by iron, actin-related protein (GL50803_40817),
cytochrome b5 (GL50803_9089), and glucosamine-6-phosphate deaminase (GL50803_10839),
formed two IRE-like structures at both UTRs, including the coding region, as was reported
for the tucp4-IRE, Actin-IRE, and Ehhmbp26-IRE of E. histolytica [23,26]. In the loop, the
3’ end of Actin-IRE possesses an atypical sequence compared to the human consensus
sequence [39], and U-A residues were conserved in the upper stem [42]. Additionally, the
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1, 111

3’ ends of cytochrome b5-IRE and glucosamine-6-p i IRE have an unpaired
nucleotlde in the stem and the AUU motif in the loop, which is similar to the GUU-specific
motif of protozoan parasites [27] (Figure 3). Only ten sequences shared similarity with
the conserved human loop (CAGUGN) [42], corresponding to an Actin-related protein
(at the 3’ coding region (CR) and the UTR) and the outer mitochondrial membrane of
cytochrome b5 (GL50803_9089, at the 5’ CR), as well as to some sequences annotated as
ribosomal proteins (Supplementary Figure S2). Most of the hairpin structures contain
the A-U conserved nucleotides in the upper stem, and some stem-loops have residues at
positions 1-5 that form a pseudotriloop, as has been reported in higher eukaryotes [42-45].
Moreover, some sequences contain a motif similar to the tocp4-IRE (GGCACA), such as
the precursor to cathepsin L (GL50803_9548) and the IRE-like structure at the 5 coding
region [23]. Interestingly, the GUU loop motif, which was reported as a protozoa-specific
IRE-like motif [27], was present in all of the analyzed groups (Figures 3 and 51-54).
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Figure 3. Prediction of stem-loop structures of G. duodenalis mRNAs coding for virulence, metabolism,
and cytoskeleton proteins. The six nucleotides that form the apical loop of the canonical IREs are
underlined. Nucleotides U-A/A-U in the rectangle indicate conserved nucleotides in the upper
stem. Filled black circles indicate nucleotides similar to the CAGUGN consensus human motif, and a
large or curved arrow indicates the 5 to 3’ or 3’ to 5’ orientations of the sequence. The GUU/UUG
protozoa-specific motif is indicated in small arrows. Asterisk: residue U conserved on canonical IREs.
Small triangles show the residue A conserved in the protozoa-specific motif. Small squares indicate a
similar motif to tvcp4-IRE reported. dG, Gibbs free energy or free enthalpy; in this case, a reduction
in dG (negative dG) is a necessary condition for the spontaneity of the structure formation.
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Interestingly, two new motifs were also found in the giardial IRE-like structures: the
CUU/AUU sequences that are present in 28 of the 91 mRNAs analyzed (Figures 3 and
S1-54), suggesting the presence of new motifs for this parasite or a new variant of the GUU
loop motif, reported as a protozoa-specific motif [27]. However, some structures do not
exhibit any of these motifs in the loop; these sequences were found in the stem’s struc-
ture. Piccinelli and Samuelsson (2007) [46] conducted a bioinformatic analysis of mRNA
sequences for more than 100 novel sequences—for instance, for ferritin, the transferrin
receptor, mitochondrial aconitase, ferroportin, and DMT1 from different species. These
sequences formed IRE-type structures; in the loop, they presented the CAGUGN sequence,
and in some IREs, they presented a bulge with the UGC/C nucleotides in the stem with an
unpaired cytosine. Despite the absence of the canonical CAGUGN sequences in the loop, in
some IRE-like structures from G. duodenalis determined through our bioinformatic analysis,
the UGC/C bulge was observed, such as in Cathepsin L precursor (5'CR) (GL50803_9548),
Dipeptidyl peptidase 111 (5'UTR/CR) (GL50803_3822), and Ribosomal protein L37 (3CR/UTR)
(GL50803_14171). In addition, in the stem of the sequences of the Cathepsin B precursor
(5'CR) (GL50803_14019) and the Cathepsin B precursor (5'CR) (GL50803_16779), there is the
CGC loop, which is similar to the UGC reported by Piccinelli and Samuelsson (2007) [46].
These data suggest that there are some UGC/C-like IREs in Giardia, which could represent
an ancestral version of the ferritin IRE. It is possible that G. duodenalis contains different
types of IRE-like structures in the primordia that evolved until they reached the canonical
IRE sequence reported for the metazoans. In addition, an analysis in the SIREs web server
was performed, and the results are in the Supplementary Materials (Table S5 and attached
materials). Although not all of the stem-loop structures analyzed by Zucker showed the
formation of IREs in the SIREs web server, some of them, such as Pyruvate-flavodoxin oxi-
doreductase GL50803_114609, Cathepsin L precursor GL50803_3169, Cathepsin L-like protease
GL50803_3099, Hypothetical protein GL50803_113303, Ribosomal protein L7a GL50803_17244,
Ribosomal protein L12 GL50803_14938, and Actin-related protein GL50803_8726, showed the
formation of typical metazoan IREs (Figure 3, Table S5, attached materials). Thus, a giardial
IRP-like or RNA-binding protein may recognize the sequence in the loop or the stem’s
structure. The data in this work show in silico evidence of cis-elements, such as IRE-like
structures in the mRNA of G. duodenalis coding for various groups of proteins, including
those involved in virulence.

4. Discussion

Iron is an essential cation for the growth of most microorganisms, including protozoan
pathogens [47]. Some of them have developed hemoglobin-binding proteins, reductases,
and transporters [47,48]. Iron is obtained from the direct lysis of host cells by protozoa.
However, the acquisition of iron is regulated to avoid the toxicity induced by the forma-
tion of free radicals. For example, in E. histolytica and T. vaginalis, iron regulates many
of the proteins involved in cytoadherence and cytotoxicity, other virulence factors, and
the molecules involved in growth and the basal metabolism [17-26]. The recent observa-
tion of therapies against protozoan pathogens based on the combination of compounds
is currently a very promising direction in the drug discovery field, and iron chelation is
under study [47]. Giardia’s great need for iron is reflected in the anemia, which it causes,
especially in children with giardiasis [9], where, after treatment with metronidazole, there
is an increase in hemoglobin in the blood [8-10]. However, there are few studies related
to the effect of iron on the growth and virulence of this parasite. Recently, Peirasmaki
et al. (2020) [12] reported on how iron caused a downregulation of a broad repertoire of
genes in Giardia trophozoites during an interaction with IECs in vitro [12]; in this work,
the analyzed transcripts were downregulated using a different metal ion chelator in the
medium. In this work, additional assays were included to demonstrate how iron affects
the growth and regulation of the gene expression in G. duodenalis. To determine the effect
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of iron, growth kinetics were carried out at different iron concentrations. We observed
a drastic reduction in the number of Giardia trophozoites without iron supplementation,
which indicates that this parasite requires this metal in order to grow; this also occurs
in other pathogens [18,21,26,28,47-49]. It would be interesting to study iron chelation
as a chemotherapeutic alternative in Giardia growth under different iron conditions. In
addition, it would be interesting to study the synergistic effect of lactoferrin, a molecule
of the immune system, and iron as a therapy against giardiasis, since the effect of only
lactoferrin as an anti-giardial has been demonstrated [50]. This possible synergistic effect is
currently under study in our lab.

Moreover, our data suggest that G. duodenalis possibly uses different molecules to
survive, depending on the iron conditions. This metal is fundamental for the duplication
of the parasite, as suggested by the growth kinetics, where a marked reduction in the
culture viability was observed when using chelating iron and not a cation source. Instead,
by using a range of 7.7 to 500 uM of iron in the culture, we were able to observe that the
parasite can adapt in a similar manner to what occurs in amoeba reports since, in a similar
study carried out in E. histolytica [21], the growth of the amebae did not differ among
the low-iron (21.4 uM), normal iron (71.4 uM), and high-iron (285.6 uM) groups. In all
three groups, the viability of the amebae was higher than 80% after 72 h of culture. It is
possible that iron differentially modulates virulence in G. duodenalis, as has been reported in
E. histolytica [18,21,24-26] and T. vaginalis [17,19,20,22,23]. In this study, a marked decrease
in parasite viability was observed over long periods of time in media under IR conditions,
reflecting the parasite’s need for iron to survive.

In addition, the negative iron modulation correlates with the location of the IRE-like
structures in the 3' UTR of Actin, glucc ine-6-phosphate deaminase, and cytochrome b5 mRNA
using RT-PCR assays. Actin is necessary for the cell morphology, growth, and encystment
of this parasite [51,52]. Another enzyme that participates in the encystment process of
Giardia is glucosamine-6-phosphate deaminase [53]; it also has a specific function in the life
cycle and metabolism of G. duodenalis [53,54]. The encystation process in G. duodenalis
is triggered by environmental changes, such as cholesterol deprivation, the bile content,
and pH value; however, the specific molecular mechanisms regulating cell differentiation
remain unclear [55]. The results from this work suggest that iron conditions could be
another environmental change that can participate in this complex mechanism. On the
other hand, the results that suggest that cytochrome b5 is negatively regulated by iron
show the fundamental role of this protein in low-iron or iron-restricted conditions in
obtaining the cation and surviving the hostile microenvironment [46,55,56]. Similar to
the human transferrin receptor, cytochrome contains a stem-loop structure in its 3 UTR
region; however, although it is a single structure and is not canonical, it could show an
IRE-like function.

The analysis of these IRE-like structures showed that these mRNAs can form IRE-like
structures at both UTRs. The parasite likely uses the IRE of the extreme that has a more
negative dG in combination with the typical elements of the IREs which have already
been reported [26,27,45]. These IRE-like structures showed that the GUU protozoa-specific
motif reinforces what was previously reported for protozoan IREs [27], and some of them
showed the formation of typical metazoan IREs, as determined by Zuker and the SIREs
web program (Figures 3 and S1-54) [27 45].

Due to the presence of an IRE-like structure at the 3’ UTR of the mRNA and the
negative iron regulation, the genes analyzed in this study could be regulated at the post-
transcriptional level by an IRE/IRP system, which occurs with the transferrin receptor,
which contains five IRE structures in the 3’ UTR region. Thus, under IR conditions, an
IRP-like protein can be attached to the stem-loop structures, providing stability to the
mRNA and carrying out its translation. The fact that G. duodenalis regulates several genes
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depending on the iron conditions may represent one of the most primitive IRE/IRP-like
regulatory mechanisms in eukaryotes in its early stages of evolution. In addition, the data in
this work show in silico evidence of cis-elements such as IRE-like structures in G. duodenalis
mRNAs coding for various groups of proteins. On the other hand, we searched orthologous
IRP-like proteins by conducting an in silico analysis of the proteome of G. duodenalis, using
the human IRPs sequences as probes. The results showed that the GL50803_14790 sequence
had an identity of 32% to IRP-1, which was annotated as a hypothetical protein in the
giardial genome. However, no nucleic acid-binding domains were found by the in silico
analysis. It is possible that this protein with a low homology and without nucleic acid-
binding domains could not be the IRP-like protein in Giardia. Therefore, the identification
of a possible IRP-like protein was carried out using Western blot assays, which suggests
that there was mainly a recognition of a protein band in IR conditions by the anti-human
IRP-1 antibody (Supplementary Figure S5); it is also possible that another protein of a
different molecular size has an IRP-like function in giardia, perhaps a multifunctional
protein, as occurs in T. vaginalis [28,29]. Thus, additional experiments are necessary to
determine the mRNA stability and to identify the G. duodenalis RNA-binding protein which
could interact with the IRE-like hairpin structures reported in this study. This mechanism
could be used to regulate different genes using iron. In this case, it could be involved in the
virulence to adapt to fluctuating changes in iron concentrations to those that are beyond
those only involved during iron metabolism, as has been reported in higher eukaryotes,
which represents a specialization of this type of iron homeostasis in this regulation system.
Our results suggest that G. duodenalis, which is evolutionarily close to E. histolytica and
T. vaginalis, could also have an IRE/IRP-like mechanism. Finally, the presence of this
mechanism in G. duodenalis remains under study by our research group.
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G. duodenalis. Attached material showing SIREs analysis.
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Iron responsive-like elements in the parasite Entamoeba
histolytica
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Abstract

In Entamoeba histolytica, iron modulates virulence and gene expression via unknown regulatory mechanisms. The existence
of a posttranscriptional iron regulatory system parallel with the iron-responsive element (IRE)/iron regulatory protein (IRP)
system in the protozoan Trichomonas vaginalis has recently been reported. Due to their evolutionary closeness and the
importance of iron for growth and virulence in these protozoa, we hypothesized the existence of an IRE/IRP-like mechanism
in E. histolytica. To determine the presence of IRE-like elements in some mRNAs from this parasite, we performed in silico
analyses of the 5’ and 3"-UTRs of mRNAs encoding virulence factors and cyloskeleton, ribosomal and melabolism proteins.
The Zuker mfold software predicted IRE-like secondary structures in 52 of the 135 mRNAs analysed. However, only nine
structures shared sequence similarity with the apical loop sequence (CAGUGN) of the previously reported human IRE-ferritin,
whereas the GUU/UUG protozoan-specific motif was detected in 23 stem-loop structures. A new motif, AUU/AUUU, was also
observed in 73 structures, suggesting the possible existence of an amoeba-specific motif. Additionally, cross-linking and RNA
electrophoretic mobility shift assays showed specific RNA-protein interactions, using as a model two amoebic IRE-like
elements from iron-regulated mRNAs and Hela, T. vaginalis and F. histolytica cytoplasmic proteins, Our data suggest the
presence of a posttranscriptional iron regulatory IRE/IRP-like mechanism in E. histolytica.
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b. Secuences of RNA-Binding proteins (RPBs) in amitochondriate parasites E.
histolytica and G. duodenalis.
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Results and Discussion
Tabda 1. Foclble orthalogs of Fhuman IRF1 and IRP2Z fownd In
E. istalytica and 3. duooknalis prodsoms.
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i ihe amitocrondiale pamsies . Altlynoe and G, quogsneis, in order 1 deleming e presence of
s IRE/IRPJar mechanisme Thus, we pedom an n osifco analysis. o which the aming acd
saquences of the human IRF1 and 2 orolens were searched. I addiion, T wapnavs IRFkes |
TWACTZ, HEFTD-4 and Adin} were usad as probes inoboih in £ histagtica (Amocbal8) as in &
guodenalls (GlardalBE} genomes; subsequeniy possibie ordhoiogous wene analyzed for RHA-Dinding
mois N the SKARTE and mroshe pogram. The analyss rmewealed piadhie ornoogous for £
huistoltica, of which only  four showed RMADINDNG domains. On ihe other hand, 9. ducdenavs

mnovme showed 28 possible erthologeus however none of fem showed RME-Dinding shes; possibie
e binds woukd DOCUT Once The protein aoguires the berfany siruchuoe. Thase resuls sugges! the
presence of an ron posidranscrpional mechanism IRENRPA e in E. hisfolyfica and & ducdenals
Likewise, studies ane in progress iv idenify and characierze IRP-ike probeins. The knowiedge detved
from ihis work can help inihe fubune for ihe development of neer diagnasiic methods.

Materials and Methods

1. Bsamh of IRF-llke In the E. hisicdiics and G. deodenalls protacme
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Resultz and Discussion

1. Zaarch of IRP-Ike In the E. hismlydca and &. dupdenalls proteoms

The anatyss revealnd Ihioe possibie ornoiogs for £ AGRGhTCE, none of which have DNA of RNA
birading shes, howver. e possivie crihologs of IRP2 (10 EH_050TS068.p4 )L has a makouar size wery
dmiar fo that of the human IRF [S]. On the offer hand, &, duodewails only showed one possbie
ORhOIogs wiioh Wae Dbiained for human IRPY aned N coman bnding Shes 10 nuckn acik

These resuls am Smiar thise reponed for THchomonas vagieals, amiochondnal parmsiie with
evcluionary doseness fo E hisfoldica and 3. dundenais, which did nol exnibiied orihalogs of human
IRF1 and IRP3 instad axhibi matfuncional proing which ane capabhe 10 imeract with RNS according
o intraceluar (non concenfrafions. Thus, we hypofhesized thad both £ Afstoiptica and &. duodenalls
hawe: a dimiar behaviar

None of the sequences presested RNA-hinding domains

11
2 3naroh of REFE In £. kistaiytics and G. dudknalls probacms

Inthe 8. dwogensis probeomae, four possibie odhologs were found for TWACTZ, sevwen for Actin and
e for HEFTD-A, hosweser none of them presened nuckein acid binding domadns, howeser, possibly
dhese proleing could inberact with nuclelo acids afier probein ioiding. Moreower, we lound hypofhetical
el sfock and ackins profeins, among others

On % pther hard, inthe E fisfelpfica prodecmae, 14 possite arhaiogs for TudCT3 were found of
wihich oaly one showed REA Binding domains, meanwhile 25 possitie odhoiogs for HEFTO wene
tound of which four snowssd nucisio aods binding domains, whie 15 pessbhe arinoiogs for ACHn wens
ol ol which el s howied M iso acds binding domains (Tabke )

Table 2 Poslble orthologe of TvACTI, HIFTE4 and Aot foumd In
E. hlzstaiytica protacene.
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Conclusion

‘Our daa suggest th probatly Te IRP-Ike proleng may exdst nihe cytoplaam of e E Akfolnice
and O. guodenaks, which coudd partopal n @ postransoriptons reguiston IRENRP.KE Systam
Thus, as cocurs in T vepinays |RP: ks, these proleins could be mulifunctional
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